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 Résumé 
 
Le CD40 ligand (CD40L) est une molécule inflammatoire appartenant à la famille du Facteur  de 
Nécrose Tumorale ("Tumor Necrosis Factor", TNF), originalement identifié au niveau des 
cellules immunitaires. L’interaction du CD40L avec son récepteur de haute affinité présent sur 
les cellules B, le CD40, est d’une importance cruciale à la production d’immunoglobulines lors 
de la réponse immunitaire. Aujourd’hui, nous savons que ces deux molécules qui constituent 
l’axe CD40/CD40L sont aussi exprimées au niveau des cellules du système vasculaire et 
occupent une place importante dans une variété de réactions inflammatoires, de sorte que le 
CD40L est présentement reconnu comme une molécule thrombo-inflammatoire prédictive des 
évènements cardiovasculaires. Les plaquettes sont la principale source du CD40L soluble 
("soluble CD40L", sCD40L) plasmatique et il fut démontré être impliqué dans l’activation 
plaquettaire, malgré que son impact exact sur la fonction plaquettaire et les mécanismes sous-
jacents demeurent inconnus. Ainsi, le but de ce projet était de déterminer l’impact du sCD40L sur 
la fonction plaquettaire et d’élucider les mécanismes cellulaires et moléculaires sous-jacents. Les 
objectifs spécifiques étaient : 1) d’évaluer l’impact du sCD40L sur l’activation et l’agrégation 
plaquettaire in vitro; 2) de déterminer le récepteur cible (CD40 ou autre) impliqué dans ces effets; 
3) de décortiquer les voies signalétiques intracellulaires et moléculaires induites par le sCD40L, 
impliquant la participation potentielle de la famille du facteur associé du récepteur du TNF 
("Tumor Necrosis Factor Receptor Associated Factor", TRAF) et 4) d’analyser l’effet du sCD40L 
sur la formation du thrombus in vivo.  
 Le sCD40L augmente fortement l’activation et l’agrégation plaquettaire induite par de 
faibles doses d’agonistes. Les plaquettes humaines traitées  avec une forme mutante du sCD40L 
qui n’interagit pas avec le CD40 et les plaquettes de souris CD40 déficientes (CD40-/-) ne furent 
pas en mesure d’induire ces effets. De plus, nous démontrons la présence de plusieurs membres 
de la famille des TRAFs dans les plaquettes, parmi lesquels seulement TRAF-2 interagit avec le 
CD40 suite à la stimulation par le sCD40L. Le sCD40L agit sur les plaquettes au repos par 
l’entremise de la protéine Rac1 et de sa cible en aval, soit la protéine kinase activatrice du 
mitogène p38 ("Mitogen Activating Protein Kinase", MAPK). Ceci mène ultimement au 
changement de forme plaquettaire et à la polymérisation de l’actine. Par ailleurs, il est intéressant 
de noter que les souris CD40-/- démontrent un défaut significatif de l’agrégation plaquettaire en 
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réponse au collagène, ce qui souligne l’importance du CD40 dans les interactions plaquettes-
plaquettes. Dans un deuxième temps, le sCD40L amplifie l’agrégation plaquettaire en sang 
complet, accélère les temps de thrombose in vitro mesurés à l’aide du système PFA-100 et 
augmente l’adhésion plaquettaire au collagène sous condition de flux, le tout par l’entremise du 
CD40. Finalement, dans un modèle de thrombose artérielle murin, l’infusion du sCD40L 
exacerbe la formation du thrombus chez les souris du type sauvage ("Wild Type", WT), mais non 
chez les souris CD40-/-. Ceci fut en plus associé à une augmentation significative du nombre de 
leucocytes au sein du thrombus des souris WT traitées à l’aide du sCD40L, tel que démontré par 
marquage immuno-histologique anti-CD45 et par quantification des coupes artérielles par 
microscopie optique.   
 En résumé, ce projet identifie une nouvelle voie signalétique, TRAF-2/Rac1/p38 MAPK, 
en réponse au sCD40L et démontre ses effets sur l’activation et l’agrégation plaquettaire. De 
manière encore plus importante, nous démontrons pour la première fois la présence d’une 
corrélation positive entre les niveaux circulants du sCD40L et la thrombose artérielle, tout en 
soulignant l’importance du CD40 dans ce processus. Ainsi, le sCD40L constitue un activateur 
important des plaquettes, les prédisposant à une thrombose exacerbée en réponse au dommage 
vasculaire. Ces résultats peuvent expliquer le lien étroit qui existe entre les niveaux circulants du 
sCD40L et l’incidence des maladies cardiovasculaires.     
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Abstract 
 
CD40 ligand (CD40L) is an inflammatory molecule of the tumor necrosis factor (TNF) 
superfamily originally identified on cells of the immune system. Interaction of CD40L with its 
respective receptor on B cells, CD40, is of critical importance for immunoglobulin isotype 
switching during the immune response. Today, we know that these two molecules are also 
present on cells of the vascular system and have important implications in various inflammatory 
reactions, such that CD40L is now regarded as a thrombo-inflammatory molecule that predicts 
cardiovascular events. Platelets constitute the major source of soluble CD40L (sCD40L) found in 
plasma and it has been shown in return to influence platelet activation, albeit the exact functional 
impact and underlying mechanisms remain undefined. Hence, this project was designed to 
investigate the effects of sCD40L on platelet function and to elucidate the cellular and molecular 
mechanisms involved. The specific aims of this study are four fold: 1) evaluate the impact of 
sCD40L on platelet activation and aggregation in vitro; 2) determine through which receptor 
(CD40 or other) these responses are mediated; 3) elucidate the underlying intracellular signalling 
pathways and molecular mechanisms involved, including the potential participation of the Tumor 
Necrosis Factor Receptor Associated Factor (TRAF) family and 4) assess the impact of sCD40L 
on thrombus formation in vivo.  
sCD40L strongly enhances activation and aggregation of washed human platelets induced 
by sub-threshold concentrations of agonists. Human platelets treated with a mutated form of 
sCD40L that does not bind CD40 and CD40 deficient (CD40-/-) mouse platelets failed to elicit 
such responses. Furthermore, we found that platelets express multiple members of the TRAF 
family, among which only TRAF-2 associates with CD40 upon sCD40L stimulation. Noticeably, 
sCD40L primes resting platelets through activation of the small GTPase Rac1 and its 
downstream target p38 mitogen activating protein kinase (MAPK), which leads to platelet shape 
change and actin polymerization. Interestingly, CD40-/- mice exhibit impaired platelet 
aggregation in response to collagen, thus highlighting the importance of CD40 in platelet-platelet 
interactions. Moreover, sCD40L dose-dependently enhances whole blood platelet aggregation 
and accelerates platelet function analyzer (PFA)-100 closure times in a CD40-dependant fashion. 
Preincubation of whole blood with sCD40L significantly increases platelet adhesion to collagen 
in an ex-vivo perfusion system under flow. In addition, in a ferric chloride-induced murine 
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arterial thrombosis model, infusion of sCD40L exacerbates thrombus formation in wild type 
(WT), but not in CD40-/- mice. This was further associated with increased leukocyte infiltration 
within the thrombus mass of WT mice treated with sCD40L. 
In this project, we identify a new TRAF-2/Rac1/p38 MAPK signaling pathway in 
response to sCD40L and its effects on platelet activation and aggregation. More importantly, we 
establish a direct positive correlation between levels of sCD40L and thrombus formation in vivo, 
while highlighting the requirement of CD40 in this process. Thus, sCD40L is an important 
platelet primer predisposing platelets to enhanced thrombus formation in response to vascular 
injury. These results may explain the link between circulating levels of sCD40L and the 
occurrence of cardiovascular diseases.     
           
Key Words: platelets ■ thrombosis ■ signal transduction ■ CD40L  
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L’inflammation est perçue aujourd’hui comme une composante clé à la base d’une multitude de 
complications vasculaires, tels que l’athérosclérose, les syndromes coronariens aigus ("Acute 
Coronary Syndromes", ACS) et le diabète. La relation étroite qui existe entre l’inflammation et 
les maladies cardiovasculaires est principalement témoignée par deux constatations importantes. 
Tout d’abord, l’athérosclérose, la principale cause des syndromes vasculaires, est reconnue 
comme une maladie inflammatoire chronique caractérisée par une multitude d’interactions 
complexes entre les leucocytes, la paroi vasculaire et les plaquettes. Par ailleurs, les marqueurs 
inflammatoires prédictifs des événements cardiovasculaires, telles que la protéine C-réactive et 
l’IL-6, ont maintenant une fiabilité comparable à ceux du cholestérol (cholestérol total et 
cholestérol de haute densité lipoprotéique).     
  À ce jour, plusieurs médiateurs inflammatoires potentiellement impliqués dans le 
développement et la progression de ces maladies furent identifiés, en particulier le complexe 
CD40/CD40L auquel on accorde une attention de plus en plus importante. Originalement 
découvert en 1985 chez les lymphocyte B pour son implication dans l’immunité humorale et la 
production d’anticorps,1, 2 l’axe CD40/CD40L est à ce jour reconnu comme un joueur 
prédéterminant, non seulement de la réponse immunitaire, mais aussi de l’inflammation 
vasculaire, étant donné son expression quasi ubiquitaire au niveau des cellules du système 
cardiovasculaire, tels que les lymphocytes B et T, les monocytes/macrophages, les cellules 
endothéliales, les cellules musculaires lisses, les cellules dendritiques et même les plaquettes.3, 4 
L’athérosclérose, aujourd’hui identifiée comme une maladie inflammatoire chronique, est sans 
doute la complication vasculaire auquel le CD40/CD40L attire la plus grande attention. En effet, 
plusieurs modèles expérimentaux, tant in vitro qu’in vivo, ont démontré l’importance de cet axe 
dans toutes les facettes de l’athérosclérose,5 de par son implication dans l’augmentation des 
molécules d’adhésion et la production de cytokines et chemokines pro-inflammatoires, de 
métalloprotéinases de la matrice ("Matrix Metalloproteinases", MMP), de facteurs de croissance 
et de facteurs pro-coagulants.6-8 D’autre part, le complexe CD40/CD40L semble aussi jouer un 
rôle significatif dans plusieurs complications auto-immunes, tels que l’arthrite chronique, le 
diabète et la sclérose en plaque, ainsi que dans le cancer et les maladies neuro-dégénératives.9  
 L’importance accrue du CD40/CD40L dans les maladies vasculaires est témoignée par la 
relation étroite qui existe entre les niveaux circulants du sCD40L chez les patients et l’apparition 
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de plusieurs syndromes cliniques importants, tels que les ACS et les syndromes coronariens 
stables, le diabète et l’hypercholestérolémie.10-13 En effet, plusieurs études cliniques ont démontré 
cette corrélation positive, de sorte que le sCD40L est maintenant considéré comme un marqueur 
clinique important qui pourra sans doute être employé dans le futur comme outil diagnostique et 
préventif dans le traitement des maladies vasculaires.    
 
1.2 L’axe CD40/CD40L 
La première observation témoignant de l’importance fondamentale de l’axe CD40/CD40L dans 
l’immunité provint de patients souffrants du syndrome hyper-IgM couplé au chromosome X ("X-
linked immunodeficiency hyper IgM-syndrome" HIGM), chez lesquels une mutation génétique au 
niveau du gène du CD40L cause une anormalité sévère de la réponse immunitaire humorale et la 
production d’anticorps (IgG, IgA et IgE),14 lié à un défaut d’interaction entre le CD40L et le 
CD40. Par la suite, la découverte de l’expression quasi ubiquitaire du complexe CD40/CD40L au 
niveau du système vasculaire et l’élucidation des diverses fonctions de cet axe dans une multitude 
de phénomènes physiopathologiques à composante inflammatoire, changèrent dramatiquement la 
perception du CD40/CD40L comme un simple régulateur de l’immunité.  
 
1.2.1 Structure du CD40L   
Le CD40L (CD154) est une protéine transmembranaire du type II de 39-kDa appartenant à la 
famille du TNF.15, 16 Le gène codant du CD40L est situé dans la région q26.3-27.1 du 
chromosome X, un fragment d’une longueur de 13 kb.17 Ce dernier consiste principalement de 5 
exons, dont l’exon I code pour la région intracellulaire et transmembranaire du CD40L, tandis 











A              B 
     
 
Figure 1.1 : Structure du gène et de la protéine du CD40L humain. A) Le gène qui code pour le CD40L contient 5 
exons codants pour les différentes régions de la protéine (IC= intracellulaire; TM= transmembranaire; 
EC=extracellulaire) B) Structure schématique (gauche) et cristallographique (droite) de la protéine du CD40L 
(monomère). La région extracellulaire de la molécule comprend le domaine C-terminal, tandis que le domaine N-
terminal se retrouve dans la région intracellulaire. Cette organisation est typique des protéines appartenant à la 
famille du TNF. Van Kooten C. et al. Journal of Leukocyte Biology. 2000; 67: 2-17.  
 
La protéine du CD40L est constituée de 261 acides aminés et comprend un domaine C-
terminal situé dans la région extracellulaire et un domaine N-terminal dans la région 
intracellulaire de la molécule.18 Malgré que le CD40L soit une protéine de type II 
transmembranaire, elle semble former un complexe multimérique composé de trois monomères 
(trimère) associés au niveau de la membrane cellulaire.19 Cette structure faciliterait son 
interaction avec le CD40, possiblement aussi un trimère, afin de permettre l’induction de signaux 
intracellulaires. Outre la forme membranaire, il existe aussi une forme soluble du CD40L 
(sCD40L) en circulation dans le sang. Cette forme provient presque exclusivement d’un clivage 
enzymatique au niveau de la membrane des plaquettes suite à leur activation et demeure un 
trimère fonctionnel de 18 kDa.20 Le sCD40L est d’ailleurs la forme la plus employée en 
recherche, de par sa fonctionnalité intacte et la corrélation étroite qui existe entre ses niveaux 
plasmatiques et l’apparition de plusieurs syndromes cliniques vasculaires.    
 
1.2.2 Structure du CD40 
CD40, le récepteur de haute affinité du CD40L, est une protéine transmembranaire de type I de 
48-kDa appartenant à la famille des récepteurs du TNF.21 Le gène du CD40 se retrouve dans la 
région q12.13.2 du chromosome 20 et comprend 9 exons d’une longueur totale de 16.3 kb.22 
L’exon I code pour la séquence promotrice de la protéine, les exons II-VI pour le domaine 
extracellulaire, l’exon VII pour le domaine transmembranaire et les exons VIII et IX codent pour 
le domaine intracellulaire du CD40. La protéine finale contient au total 255 acides aminés, dont 
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la majorité (171 acides aminés) forme la région extracellulaire de la molécule.23 Contrairement au 
CD40L, le domaine C-terminal du CD40 est situé dans la région intracellulaire et le domaine N-
terminal se retrouve du coté extracellulaire. La région extracellulaire du CD40 est principalement 
constituée d’une séquence répétitive riche en résidus cystéines (20 au total), divisée en quatre 
domaines comprenant chacun un arrangement de deux sous domaines parmi un total de quatre 
(A1, A2, B1 et B2) (Figure 1.2). Cet arrangement est typique des protéines faisant partie de la 
famille des récepteurs du TNF.      
A             B 
       
 
 
Figure 1.2 : Structure du gène et de la protéine du CD40 humain. A) Le gène du CD40 contient 9 exons codant pour 
les domaines extracellulaire, transmembranaire et intracellulaire de la protéine (Leader= séquence promotrice; 
EC=extracellulaire; TM=transmembranaire; IC=intracellulaire). B) La protéine du CD40 est principalement 
constituée d’un long domaine extracellulaire contenant une séquence de 20 résidus cystéines (lignes horizontales) 
divisée en quatre domaines comprenant chacun deux sous-domaines. Van Kooten C. et al. Journal of Leukocyte 
Biology. 2000; 67: 2-17.  
        
Une certaine ambigüité quant à l’arrangement exacte de multimère de CD40 présent à la 
surface membranaire existe toujours. Certains investigateurs ont rapporté la présence de dimères 
de CD40,24 tandis que d’autres semblent favoriser un assemblement de trois molécules de CD40 
(trimère) constitutivement exprimées à la membrane.25 Cette dernière possibilité demeure la plus 
plausible, étant donné la structure trimérique de son ligand, le CD40L. Par contre, selon certains, 
la formation de trimère de CD40 ne serait observable que suite à la liaison du CD40L (cet aspect 
sera discuté plus en détails dans la prochaine section). 
 
1.2.3 Interaction CD40L/CD40 
Les résidus impliqués dans l’interaction du CD40L avec le CD40 sont bien documentés, dont les 
plus importants incluent les résidus à charges basiques K143, R203 et R207 du CD40L et les 
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résidus à charges acides D84, E114 et E117 du CD40.26, 27 Cette interaction polaire entre ces deux 
groupes de résidus est entourée d’un mur de résidus hydrophobiques, ce qui stabilise en plus 
l’interaction entre les deux protéines.    
 Il existe à ce jour deux modèles d’interaction possible entre le CD40L et le CD40. Cette 
incertitude provient en grande partie du doute qui existe quant à la structure membranaire du 
CD40. Tel que mentionné auparavant, le CD40 est soit un complexe formé de trois molécules 
(trimère) constitutivement associées au niveau de la membrane, ou simplement un assemblement 
de trois molécules individuelles (monomères), non associées, ayant la capacité de se trimériser 
suite à la liaison du CD40L. Ainsi, le premier modèle d’interaction voudrait que le CD40L 
(toujours trimérique) favorise la formation d’un complexe homotrimérique de CD40 suite à son 
interaction avec celui-ci (Figure 1.3A). Cet assemblement permettrait par la suite l’association de 
protéines adaptatrices cytoplasmiques et l’induction de signaux intracellulaires. Par ailleurs, dans 
le deuxième modèle d’interaction, le CD40 se retrouve déjà sous forme d’un trimère au niveau de 
la membrane, ce qui augmenterait son affinité stœchiométrique pour le CD40L, aussi un trimère 
(Figure 1.3B). Cette dernière hypothèse d’interaction est présentement la plus acceptée dans la 
littérature, puisqu’elle semble être soutenue par un plus grand nombre de données 
expérimentales. Certes, la donnée la plus convaincante en faveur de cette dernière provient d’une 
élégante étude démontrant que tous les récepteurs associés à la famille du TNF, incluant le CD40, 
se retrouvent sous forme de trimères pré-assemblés au niveau de la membrane plasmique,25 
contrairement à la pensée originale supportant une oligomérisation du récepteur suite à la liaison 
du CD40L.  
   










     
                    
Figure 1.3 : Les deux modèles d’interactions possibles entre le CD40L et le CD40. Anand SX. et al. Thromb 
Haemost. 2003; 90:377-84.  
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1.2.4 Autres récepteurs du CD40L 
Le CD40 fut, pour longtemps, considéré comme le seul récepteur pour le CD40L. Cependant, au 
cours des quelques dernières années, trois autres récepteurs du CD40L furent identifiés, soit les 
intégrines αIIbβ3, Mac-1 et α5β1. Malgré que le CD40 demeure le principal récepteur de haute 
affinité du CD40L, ces nouveaux partenaires semblent occuper une fonction bien particulière 
dans différentes conditions physiopathologiques.  
 L’intégrine αIIbβ3 fut identifiée comme un récepteur du CD40L à la surface des plaquettes 
et l’interaction entre ces deux derniers semble favoriser l’activation plaquettaire, ainsi que la 
stabilisation du thrombus plaquettaire in vivo.28, 29 L’interaction CD40L/αIIbβ3 est possible grâce 
au domaine KGD du CD40L. La plupart des récepteurs de l’intégrine αIIbβ3, incluant le 
fibrinogène, possèdent au moins un domaine KGD et l’αIIbβ3 contient un domaine de 
reconnaissance pour ce motif, permettant ainsi leur interaction. 
 Mac-1, la principale intégrine impliquée dans l’adhésion ferme des neutrophiles et 
monocytes à l’endothélium activé au cours de l’inflammation, est aussi un récepteur pour le 
CD40L. Cette interaction favorise l’adhésion et la transmigration des leucocytes au niveau de la 
plaque athérosclérotique et est donc impliquée dans la formation néointimale, une composante clé 
de l’athérosclérose.30 Les résidus exacts impliqués dans cette interaction sont encore inconnus, 
mais il semble que le CD40L n’interagit avec Mac-1 que dans sa conformation active.  
 Finalement, l’intégrine α5β1, le principal récepteur de la fibronectine, fut récemment 
identifiée comme un autre récepteur du CD40L.31 Les résultats de cette étude ont démontré  que 
le sCD40L se lie aux cellules de la lignée monocytaire U937 et induit leur activation 
indépendamment des récepteurs CD40 et αIIbβ3. Ces effets biologiques semblent dépendre à 
priori de l’interaction CD40L/α5β1, puisque le blocage spécifique de l’α5β1 renverse l’activation 
de ces cellules en présence du sCD40L. 
 Il est intéressant de noter que certaines cellules expriment plus d’un de ces récepteurs et il 
s’avère possible que le CD40L interagit simultanément avec deux ou trois de ceux-ci. Ce 
phénomène n’est évidemment possible que si les résidus impliqués dans l’interaction du CD40L 
avec un premier récepteur sont différents de ceux impliqués dans l’interaction avec un deuxième. 
Par exemple, il fut démontré que la liaison du sCD40L au CD40 des cellules BJAB, une lignée 
lymphocytaire B négative pour l’α5β1, n’est pas inhibée par une forme soluble de l’α5β1, ce qui 
indique que le CD40L est en mesure de lier simultanément ces deux récepteurs.31 La participation 
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et la fonction exactes des différents récepteurs du CD40L dans les diverses conditions 
physiopathologiques à composante inflammatoire commencent tout juste à être explorées. 
 
1.3 Expression et fonction cellulaire de l’axe CD40/CD40L 
Tel que mentionné plus haut, l’axe CD40/CD40L fut originalement découvert sur les cellules 
impliquées dans l’immunité, tels que les lymphocytes B et T.15, 16 Par contre, nous savons 
aujourd’hui que ce complexe est présent au niveau de la grande majorité des cellules du système 
vasculaire et qu’il possède une fonction importante dans l’inflammation, en plus de son rôle 
crucial dans les réactions immunitaires. Le tableau 1.1 résume l’expression du CD40 et du 
CD40L au niveau des diverses cellules du système vasculaire. 
 




Au repos Activée Au repos Activée 
Forme du CD40L 
Lymphocytes B +++ +++ ++ +++ Membranaire 
Lymphocytes T - +++ - +++ Membranaire, soluble 
Monocytes/Macrophages + +++ + +++ Membranaire 
Plaquettes ++ +++ - +++ Membranaire, soluble 
Cellules Endothéliales + +++ + + Membranaire 
Cellules Musculaire Lisse +++ ND + ND Membranaire 
Cellules Dendritiques - +++ + + Membranaire 
Neutrophiles + +++ + + Membranaire 
 
Légende : -, non-exprimé; +, faiblement exprimé; ++, moyennement exprimé; +++, fortement exprimé; ND, non 
documenté 
 
1.3.1 Lymphocytes B 
Le rôle du complexe CD40/CD40L au niveau des lymphocytes B est crucial à la réponse 
immunitaire humorale. Les lymphocytes B expriment de manière constitutive le CD40 et ce 
dernier interagit avec le CD40L des lymphocytes T activées en présence d’antigènes lors d’une 
infection quelconque. Cette interaction, en présence de cytokines relâchées par les lymphocytes T 
(IL-4, IL-2 et IL-10), induit la prolifération et la différenciation des lymphocytes B en 
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plasmocytes, cellules productrices d’anticorps (Figure 1.4).32 L’interaction CD40/CD40L semble 
à elle seule suffisante afin d’induire la production des anticorps IgA et IgG, tandis qu’une co-
stimulation en présence de l’IL-4, en particulier, est nécessaire pour la production des anticorps 
IgE.33, 34 En absence de l’interaction CD40/CD40L, les cellules B ne produisent que les anticorps 
IgM, tel qu’observé chez les patients souffrants du syndrome HIGM.14 De plus, au niveau des 
lymphocytes B, l’interaction CD40/CD40L induit la relâche des cytokines IL-6, IL-10 et      
TNF-α,35-37 l’augmentation de la molécule-1 d’adhésion intercellulaire ("InterCellular Adhesion 
Molecule-1", ICAM-1), l’antigène-1 associée à la fonction lymphocytaire ("Lymphocyte 
Function-associated Antigen-1", LFA-1) et la molécule-1 d’adhésion de cellule vasculaire 
("Vascular Cell Adhesion Molecule-1", VCAM-1),38-40 ainsi que l’augmentation des protéines du 
complexe majeur d’histocompatibilité-1 et -2 ("Major Histocompatibility Complex-1 and -2", 
MHC-I, et MHC-II),41, 42 le tout facilitant la prolifération et la différenciation de ces cellules en 
cellules plasmatiques. 
                 
Figure 1.4 : Rôle du complexe CD40/CD40L au niveau des lymphocytes B et dans la production d’anticorps lors de 
la réponse immunitaire. Lievens D. et al. Thromb Haemost. 2009; 102:206-214. 
 
 Les lymphocytes B expriment aussi le CD40L qui semble être impliqué dans une boucle 
de rétroaction positive, puisqu’il peut à son tour interagir avec le CD40 d’une autre cellule B, 
facilitant ainsi l’activation et la différenciation des lymphocytes B.43, 44 Le CD40 des cellules B 
serait de plus impliqué dans la différenciation de ces cellules en cellules B mémoires.45, 46  
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 1.3.2 Lymphocytes T 
Les lymphocytes T requièrent la présence de deux principaux signaux afin d’induire leur 
activation complète. Le premier signal provient de l’interaction du récepteur T (TCR) avec les 
molécules peptidiques du MHC sur la cellule présentatrice de l’antigène ("Antigen Presenting 
Cell", APC). Le deuxième signal provient de l’interaction entre des molécules qu’on appelle co-
stimulatrices, soit principalement le complexe CD28/B7 et l’axe CD40/CD40L.5 Ce signal co-
stimulateur est essentiel à la prolifération, la différenciation et la survie des cellules T.47-50 Le 
premier signal induit l’expression du CD40L au niveau de la membrane des lymphocytes T et 
celui-ci interagit par la suite avec le CD40 sur les cellules APCs, telles que les cellules B, les 
macrophages ou les cellules dendritiques. Cette interaction bidirectionnelle amplifie l’activation 
des lymphocytes T et favorise leur prolifération et différenciation en cellule T effectrices 
(matures),50 en plus d’induire la différenciation des cellules avec lesquelles elles interagissent 
(par exemple les lymphocytes B, figure 1.4). Suite à l’activation des lymphocytes T, le CD40L 
membranaire est clivé en sCD40L par la déintégrine et métallopeptidase-10 ("A Disintegrin And 
Metallopeptidase-10", ADAM-10).51 Par contre, le sCD40L provenant des lymphocytes T ne 
compte que pour environ 5% de la forme totale du sCD40L en circulation;5 la grande majorité 
provient plutôt des plaquettes. 
 Les lymphocytes T activés expriment aussi le CD40, mais son implication exacte dans la 
fonction de ces cellules demeure mal caractérisée. Par contre, il semble que le CD40 soit 
impliqué dans l’interaction des lymphocytes T CD8+ avec les cellules CD4+. L’interaction du 
CD40 des cellules CD8+ avec le CD40L des cellules CD4+ permettrait la différenciation des 
lymphocytes CD8+ en cellules mémoires, comme pour les lymphocytes B.52     
 
1.3.3 Monocytes/Macrophages 
Le rôle du complexe CD40/CD40L dans la fonction des monocytes est bien documenté. Les 
monocytes expriment constitutivement le CD40 et, en tant qu’APC, elles sont en mesure 
d’interagir avec le CD40L des lymphocytes T.4, 53 Cette interaction est bidirectionnelle, de sorte 
que les monocytes favorisent l’activation des cellules T qui, à leur tour, induisent l’activation et 
la différenciation des monocytes en macrophages. La liaison du CD40L des lymphocytes T au 
CD40 des monocytes et macrophages engendre principalement la relâche de plusieurs cytokines 
(IL-12, IL-1β, IL-6, IL-8 et TNF-α)54-58 et MMPs (MMP-1 MMP-2, MMP-3 et MMP-9),59, 60 
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l’augmentation de molécules co-stimulatrices (ICAM-1, LFA-3, B7-1 et B7-2),56 ainsi que la 
sécrétion du facteur tissulaire et du monoxyde d’azote ("Nitric Oxyde", NO).59 Ces effets 
biologiques sont essentiels à la fonction immunitaire/inflammatoire et angiogénique de ces 
cellules. 
 La plupart des effets biologiques du CD40L sur les monocytes sont attribuables à son 
interaction avec le CD40, malgré que d’autres récepteurs présents à la surface de ces cellules 
soient en mesure d’induire différentes réponses cellulaires, en particulier Mac-1. En effet, il fut 
récemment démontré que l’interaction CD40L/Mac-1 favorise l’adhésion et la migration des 
monocytes à l’endothélium, ainsi que la relâche de myélopéroxidases, au cours de la réponse 
inflammatoire.61    
 L’activation des monocytes augmente l’expression membranaire du CD40, ainsi que celle  
du CD40L. La fonction précise du CD40L est inconnue dans ces cellules, mais il semble qu’il 
pourrait possiblement être impliqué dans les interactions monocytes/monocytes via le CD40. 
Cette interaction amplifierait l’activation et la différenciation des monocytes en augmentant leur 
fonction sécrétrice.62  
 
1.3.4 Plaquettes 
Les plaquettes occupent une place fondamentale dans l’hémostase, mais participent aussi 
activement aux réactions inflammatoires, de par leur répertoire impressionnant en cytokines 
inflammatoires, facteurs de croissance et MMPs. Les plaquettes au repos expriment 
constitutivement le CD40, tandis que le CD40L n’est présent au niveau de la membrane que suite 
à l’activation cellulaire.3 L’implication exacte du complexe CD40/CD40L dans la fonction 
plaquettaire sera discutée en détail dans le troisième chapitre et nous ne ferons ici qu’un bref 
survol.   
 La première étude témoignant de l’importance du complexe CD40/CD40L dans la 
fonction plaquettaire provint de Heen et al.3 Ces derniers démontrèrent que le CD40L des 
plaquettes activées est en mesure d’interagir avec le CD40 des cellules endothéliales et des 
monocytes, afin d’induire une réaction inflammatoire importante au niveau de ces cellules. En 
particulier, cette interaction augmente l’expression des molécules d’adhésion ICAM-1, VCAM-1 
et E-sélectine, favorise la relâche des cytokines de la protéine-1 chémoattractante des monocytes 
("Monocyte Chemoattractant Protein-1", MCP-1), de l’IL6, et de l’IL-8, et induit la production de 
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la MMP-9. Par ailleurs, il fut aussi démontré que le sCD40L plaquettaire est impliqué dans la 
stabilisation du thrombus par l’entremise de son interaction avec l’intégrine αIIbβ3.28 Peu 
d’information existe quant au rôle du CD40 plaquettaire, mais il semble que la stimulation des 
plaquettes par le sCD40L induit la relâche de la protéine régulée dans l’activation des cellules T 
normales exprimées et sécrétées ("Regulated on Activation Normal T cell Expressed and 
Secreted",  RANTES) et la production de dérivés réactifs de l’oxygène ("Reactive Oxygen 
Species", ROS).63, 64   
 
1.3.5 Cellules endothéliales et cellules musculaires lisses 
L’axe CD40/CD40L occupe une place prédéterminante dans l’activation des cellules 
endothéliales et des cellules musculaires lisses. Les cellules endothéliales expriment le CD40 et 
le CD40L, mais leur activation cellulaire semble provenir en grande partie de l’activation du 
CD40, suite à l’adhésion des cellules immunocompétentes (monocytes, lymphocytes et 
neutrophiles) et des plaquettes à l’endothélium activé. L’activation du CD40 sur les cellules 
endothéliales contribue significativement à leur rôle inflammatoire.6 En particulier, cette liaison 
induit l’expression des molécules d’adhésion ICAM-1, VCAM-1 et E-sélectine, et engendre la 
relâche des cytokines IL-1, IL-6, IL-8, MCP-1, de la protéine-1α inflammatoire des macrophages 
("Macrophage Inflammatory Protein-1α", MIP-1α) et RANTES, le tout favorisant le recrutement 
des monocytes et lymphocytes aux sites inflammatoires.65-68  
Les cellules endothéliales participent activement aux mécanismes de l’angiogénèse et 
l’axe CD40/CD40L semble de plus occuper une place importance dans ce phénomène. 
Premièrement, l’activation des cellules endothéliales par le CD40L favorise la synthèse et la 
sécrétion des MMP-9, MMP-2 et MMP-1 impliquées dans la digestion de la matrice 
extracellulaire, une étape fondamentale de l’angiogénèse.7 Par ailleurs, l’activation du CD40 
déclenche la sécrétion du facteur de croissance vasculaire endothélial ("Vascular Endothelial 
Growth Factor", VEGF) par les cellules endothéliales qui est essentiel à l’initiation et la 
progression des mécanismes de l’angiogénèse.69 De plus, la liaison du CD40 sur les cellules 
endothéliales, favorise l’expression de la cyclooxygénase-2 ("Cyclooxygenase-2", COX-2), qui 
possède une activité pro-angiogénique via l’induction du facteur de croissance basique des 
fibroblastes ("basic fibroblast growth factor", bFGF).70 
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Finalement, le complexe CD40/CD40L est impliqué dans la fonction pro-coagulante des 
cellules endothéliales. En effet, il fut démontré que la liaison du CD40 via le CD40L, induit la 
synthèse et la relâche du facteur tissulaire par les cellules endothéliales,68 ce qui déclenche 
l’activation de la cascade de coagulation ainsi que l’activation des plaquettes.  
Le rôle de l’axe CD40/CD40L au niveau des cellules musculaires lisses est moins 
documenté, mais il semble que le CD40L est en mesure de déclencher l’activation de voies 
signalétiques impliquées dans l’activité mitogénique de ces cellules, en particulier la voie des 
tyrosines kinases Src, ce qui mène à la sécrétion des cytokines MCP-1 et IL-8.71, 72 De plus, 
l’activation du CD40 sur les cellules musculaires lisses engendre la dégradation du collagène de 
la matrice interstitielle via les MMPs, ce qui favoriserait la prolifération et la migration de ces 
cellules.73, 74  
         
1.3.6 Cellules dendritiques 
La cellule dendritique est la cellule APC par excellence et, pour cette raison, elle occupe une 
place centrale dans le système immunitaire. L’interaction CD40/CD40L au niveau des cellules 
dendritiques agit principalement comme élément co-stimulateur favorisant l’activation des 
lymphocytes T. L’activation des cellules dendritiques, tel qu’observée en présence de pathogène, 
engendre une augmentation significative du CD40 membranaire. Ce dernier est par la suite en 
mesure d’interagir avec le CD40L des lymphocytes T activés, ce qui augmente l’expression des 
molécules co-stimulatrices B7-1/B7-2 et CD80/CD86, et favorise la relâche de l’IL-12 par les 
cellules dendritiques.53, 75 Ces réponses cellulaires sont intimement impliquées dans la 
différenciation des lymphocytes T vers une réponse immunitaire Th1.76, 77  
 Les cellules dendritiques expriment aussi le CD40L, mais en petite quantité, 
comparativement au CD40. Malgré que la fonction exacte du CD40L des cellules dendritiques 
reste à vérifier, il semble qu’il soit impliqué dans des interactions bidirectionnelles entre les 
cellules dendritiques et les lymphocytes B. En effet, le CD40L des cellules dendritiques, via son 
interaction avec le CD40 des lymphocytes B, favoriserait l’activation et la différenciation de ces 
derniers en cellules plasmatiques productrices d’anticorps.78-80 La fonction du CD40L des 






Les neutrophiles sont parmi les premières cellules vasculaires recrutées aux sites inflammatoires 
et elles participent activement aux mécanismes immunitaires de l’organisme. Les neutrophiles 
activés expriment le CD40 et il semble occuper un rôle important dans les interactions 
plaquettes/neutrophiles. Il fut démontré par Vanichakarn et al.81 que les plaquettes sont en mesure 
d’activer les neutrophiles, par l’entremise du sCD40L qu’elles relâchent suite à leur stimulation. 
Le sCD40L induit la sécrétion de ROS au niveau des neutrophiles qui, à son tour, favorise 
réciproquement l’activation des plaquettes. Par ailleurs, les résultats de l’étude de Li et al.30 ont 
rapporté que l’interaction des neutrophiles avec les plaquettes augmente l’expression de Mac-1 et 
que des niveaux élevés de sCD40L favorise la formation d’agrégats plaquettes/neutrophiles, ainsi 
que la formation néointimale suite au dommage vasculaire. 
     
1.4 Signalisation intracellulaire induite par le CD40 
Les différentes réponses cellulaires induites par l’interaction CD40/CD40L sont reliées à 
l’activation de voies de signalisation intracellulaire spécifiques. Le CD40 constitue le principal 
récepteur signalétique et très peu d’information existe quant aux voies de signalisation 
déclenchées suite à son activation par le CD40L. La liaison du CD40 par le CD40L engendre le 
recrutement de protéines adaptatrices, nommées TRAF, à la queue cytoplasmique de la molécule 
du CD40.82 La relocalisation cellulaire des TRAFs et leur interaction avec le CD40 déclenchent 
l’activation de plusieurs voies de signalisation, dont les principales comprennent la voie du 
facteur nucléaire-κB ("Nuclear Factor-κB", NF-κB), la voie des MAPKs (p38, Akt et JNK), la 
voie de la PI3 kinase et la voie de la phospholipase Cγ ("Phospholipase Cγ", PLCγ).83, 84 Toute 
signalisation intracellulaire induite par le CD40 dépend presque exclusivement des TRAFs, mais 
il semble aussi exister des voies signalétiques indépendantes des TRAFs, telle que la voie de la 
STAT5 qui découle de l’association directe de la janus kinase 3 ("Janus Kinase 3", JAK3) au 
CD40.85, 86 La figure 1.5 résume les principales voies de signalisation qui découlent de 
l’activation du CD40 ainsi que la fonction des différents membres de la famille des TRAFs dans 





Figure 1.5 : Les différentes voies de signalisation induites par le CD40. Chaque membre de la famille des TRAFs 
possède une fonction distincte, mais aussi parfois chevauchante. La grande majorité des voies de signalisation qui 
découlent de l’activation du CD40 dépendent des TRAFs, mais il existe aussi des voies indépendantes, telle que la 
voie de STAT5. Adapté de Elgueta R. et al. Immunological Reviews. 2009; 229:152-172.  
 
 
1.4.1 Structure des TRAFs  
La famille des TRAFs comprend six membres, désignés TRAF1 à TRAF6. Les TRAFs sont 
constitués d’un domaine C-terminal carboxylé, nommé TRAF-C, d’un domaine riche en leucine-
zipper, TRAF-N, et de deux domaines riches en motifs zinc, nommés Zinc fingers et zinc Ring, à 
l’exception de TRAF-1 qui est dépourvu des deux domaines zinc (Figure 1.6).87 Le domaine 
TRAF-C est impliqué dans la liaison des TRAFs au CD40, tandis que le domaine TRAF-N est 
responsable des interactions homo- et hétéro-trimérique entre les TRAFs (interaction 
TRAF2/TRAF3 par exemple). Les domaines riches en motifs zinc seraient impliqués dans le 
recrutement de protéines signalétiques additionnelles, telles que les kinases et les facteurs 
transcriptionelles.88 Suite à la liaison du CD40L au CD40, les TRAFs sont directement, ou 
indirectement à l’aide d’autres membres, recrutés à la queue cytoplasmique de la molécule du 
CD40. La séquence protéique impliquée dans l’interaction des TRAFs avec le CD40 est 
différente d’un membre à un autre et il n’existe donc aucune séquence consensus responsable de 
cette interaction, malgré qu’on retrouve parfois des séquences de chevauchement entre certains 
membres, tels que TRAF2 et TRAF3.89, 90  
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Suite à l’activation du CD40, l’expression protéique de TRAF1 est significativement 
augmentée.91, 92 Puisque que TRAF1 ne possède aucun domaine riche en motif zinc, il semble 
qu’il soit impliqué dans la régulation signalétique des autres membres des TRAFs.82 Le site de 
liaison de TRAF1 au CD40 est chevauché par celui de TRAF2 et TRAF3 et il semble que 
TRAF1 n’est en mesure que d’interagir faiblement avec CD40, en l’absence de la participation de 
TRAF2.93 Au niveau des APCs et des lymphocytes B, la déficience en TRAF1 entraîne une 
diminution du recrutement de TRAF2 au CD40, ainsi qu’une augmentation de la dégradation 
enzymatique du récepteur.94, 95 De plus, il semble que le recrutement de TRAF1 ainsi que de 
TRAF2 est nécessaire à l’activation complète de la voie NF-κB, étant donné que la double 
délétion génétique de ces deux membres engendre une plus forte atténuation de l’activation de 
NF-κB, comparativement à la délétion individuelle du gène de l’un ou de l’autre de ces 
membres.95 Bref, ces résultats suggèrent que TRAF1 régule le recrutement et la dégradation de 
TRAF2 et que ces deux membres coopèrent ensemble dans l’activation de la voie de la NF-κB.  
 
1.4.3 TRAF2 
TRAF2 est parmi un des membres les plus étudiés et son rôle principal réside dans l’activation 
des MAPKs p38, Akt, JNK, ainsi que ERK1/2.  Ces résultats furent démontrés dans les cellules B 
et les fibroblastes de l’embryon de souris déficientes en TRAF2, chez lesquels l’activation de ces 
voies signalétiques était significativement inhibée suite à la liaison du CD40L au CD40.96-98 De 
plus, TRAF2 induit le recrutement de la protéine kinase kinase 1 du mitogène activée ("Mitogen-
activated protein Kinase Kinase 1", MEKK1) à la queue cytoplasmique du CD40, une étape 
essentielle à l’activation des protéines ERK1/2 et à l’activation de la voie p38 et JNK suite à la 
stimulation par le CD40L.99  
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Au niveau des lymphocytes B, TRAF2 semble aussi participer à l’activation de la voie 
NF-κB, en collaboration avec TRAF6. Par contre, l’interaction de l’un ou de l’autre avec le 
CD40 semble suffisant afin d’induire l’activation de NF-κB. Ceci fut confirmé par des résultats 
démontrant que la déficience de soit TRAF2 ou TRAF6 n’engendre pas d’anormalité au niveau 
de l’activation de NF-κB, mais que la double délétion de ces deux membres induit une inhibition 
sévère de cette voie.98, 100, 101 L’activation de NF-κB dans les cellules B est impliquée dans leur 
activation et différenciation en cellules plasmatiques.84, 102   
Malgré son rôle important dans l’activation des voies de signalisations induites par le 
CD40, TRAF2 semble aussi posséder une fonction de régulation négative.103 Son implication en 
tant que régulateur négatif de la signalisation par le CD40 provient de son interaction constitutive 
avec TRAF3 (Figure 1.7). En absence de stimulation par le CD40L, un complexe protéique est 
constitutivement formé entre les inhibiteurs cellulaires de l’apoptose 1 et 2 ("cellular Inhibitors of 
Apoptosis 1 and 2", cIAP1 et cIAP2), TRAF2, TRAF3, et la protéine kinase inductrice du NF-κB 
("NF-κB Inducing Kinase", NIK). L’interaction TRAF2/TRAF3 permet aux protéines cIAP1 et 
cIAP2 de dégrader la protéine NIK, ce qui inhibe l’activation de la voie NF-κB et favorise 
l’apoptose cellulaire.104, 105 D’ailleurs, l’ablation de TRAF2 engendre une accumulation de NIK 
dans les cellules B.106 Suite à la stimulation par le CD40L, ce complexe protéique est déstabilisé 
et TRAF2 et TRAF3 sont recrutés vers le CD40, ce qui permet à TRAF2 d’activer NF-κB. Une 
fois à la membrane, s’ensuit une dégradation de TRAF2 (auto dégradation) et TRAF3 (via 
cIAP1/2), libérant ainsi NIK et lui permettant d’activer NF-κB.82, 105, 107 Bref, cIAP1/2 occupent 
une double fonction, soit celle de la dégradation de NIK en condition basale et celle de la 
dégradation de TRAF3 suite à la liaison du CD40L. Parallèlement, TRAF2 occupe aussi une 
double fonction, soit celle de son rôle inhibiteur de l’activation de NF-κB via son interaction avec 
TRAF3, et celle de son rôle activateur de NF-κB suite à son interaction avec le CD40 et sa 




Figure 1.7 : Illustration de la double fonction de TRAF2 dans la régulation de NF-κB. Elgueta R. et al. 
Immunological Reviews. 2009; 229:152-172.  
 
1.4.4 TRAF3 
Tel que discuté plus haut, TRAF3 semble occuper un rôle inhibiteur dans la signalisation par le 
CD40.108 Son implication inhibitrice est supportée par des expériences démontrant que l’ablation 
de la protéine dans les cellules B augmente l’activation de NF-κB et de JNK suite à la stimulation 
par le CD40L.108, 109 De plus, les souris déficientes en TRAF3 démontrent une accumulation 
intracellulaire de la protéine NIK.104, 105, 109  
 En revanche, il fut démontré que la surexpression de TRAF3 dans les cellules épithéliales 
favorise l’activation de la voie NF-κB, contrairement aux cellules B.110, 111 Ceci suggère que 
TRAF3 possède des fonctions dichotomiques tout dépendamment du type cellulaire. Plus 
d’études seront nécessaires afin de mieux identifier les diverses fonctions de TRAF3 dans la 






TRAF4 est très peu exprimé par les cellules vasculaires. Il est plus important dans la physiologie 
des cellules neuronales et au cours de l’embryogenèse.112, 113 D’ailleurs, TRAF4 ne semble pas 




Très peu d’information existe quant au rôle de TRAF5 dans la signalisation induite par le CD40. 
TRAF5 est incapable d’interagir directement avec le CD40, mais il semble former un 
hétérodimère avec TRAF3, afin de faciliter l’activation de la voie NF-κB.82 Ceci fut démontré 
dans les cellules B où la déficience en TRAF5, à l’aide de petits ARN interférents, diminue 
significativement l’activation de la voie NF-κB, ce qui résulte en un défaut d’activation, 
d’expression de molécules co-stimulatrices et de production d’anticorps par ces cellules.115, 116 
L’importance de TRAF5 commence tout juste à être explorée et l’élucidation exacte de son 
implication potentielle dans la signalisation dépendante du CD40 nécessitera plus d’études.    
 
1.4.7 TRAF6 
TRAF6 occupe une fonction importance dans les voies de signalisations déclenchées par le CD40 
et ce dernier possède un site de liaison spécifique pour celui-ci.82 Chez les cellules fibroblastiques 
de l’embryon des souris déficientes en TRAF6 ou des cellules épithéliales humaines traitées par 
des petits ARN interférents spécifiques pour TRAF6, l’activation des voies NF-κB, p38, JNK et 
Akt est significativement diminuée ou même complètement inhibée suite à la stimulation par le 
CD40L, témoignant ainsi de l’importance fondamentale de ce membre.83  
 Tel que discuté plus haut, TRAF6 interagit directement avec TRAF2 afin de réguler 
l’activation de NF-κB. La collaboration étroite qui existe entre TRAF6 et TRAF2 ne semble pas 
dépendre de l’interaction de cette première avec le récepteur CD40, puisque même en présence 
de la délétion du domaine de liaison de TRAF6 pour le CD40, TRAF6 est toujours en mesure 
d’interagir indirectement avec le CD40 par le biais de son interaction directe avec TRAF2 et 
d’activer plusieurs voies de signalisations importantes.117 Dans ces conditions (où le domaine de 
liaison avec le CD40 est supprimé), l’activation du CD40 mène quand même à l’expression du 
récepteur CD80 et à l’activation de la voie JNK, contrairement à la déficience totale de la 
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protéine TRAF6 dans les cellules B.117 Ceci suggère que l’une des fonctions importantes de 
TRAF6 est reliée à son interaction indirecte au CD40, via sa liaison à TRAF2. 
 Une des autres fonctions importantes de TRAF6 réside dans l’activation de la voie PI3K 
et l’activation subséquente de la protéine Akt, ce qui protège contre l’apoptose cellulaire. Suite à 
la stimulation par le CD40L, TRAF6 forme un complexe avec la protéine de la lignée 
lymphoblastique-B Casitas et la PI3 kinase. L’activation de ce complexe active la protéine Akt et 
favorise l’activation de plusieurs protéines anti-apoptotiques, telles que la caspase 9 et la cellule 
B lymphome ("B cell lymphoma", Bcl).118, 119  
     
1.4.8 JAK3 
Les TRAFs jouent un rôle crucial dans la signalisation induite par le CD40 et leur implication est 
essentielle aux diverses réponses cellulaires déclenchées par l’interaction du CD40L au CD40. 
Par contre, il semble exister d’autres médiateurs signalétiques occupant une place importante 
dans ces mécanismes, telle que JAK3. Le CD40 possède un site de liaison pour JAK3 et il fut 
démontré que l’inhibition spécifique de cette protéine bloque la maturation des APCs en réponse 
au CD40L.85, 86, 120 De plus, au niveau des monocytes, la stimulation par le CD40L induit une 
phosphorylation importante de JAK3, soulignant ainsi une implication potentielle de cette 
dernière dans ces cellules.121 L’association de JAK3 au CD40 mène à l’activation du facteur de 
transcription STAT5 et à sa translocation vers le noyau cellulaire, où il semble être en mesure de 
réguler l’expression des gènes TNF-α, INF-γ et IL-6.122   
 
1.5 Implications physiologiques fonctionnelles de l’axe CD40/CD40L 
Dans la section 1.3 de ce chapitre nous avons discuté de la fonction de l’axe CD40/CD40L dans 
les différentes cellules du système vasculaire. Dans cette section, nous ferons une analyse globale 
des principales fonctions physiologiques de cet axe, soit son implication dans l’immunité 
humorale et la production d’anticorps, son implication dans l’immunité cellulaire et la régulation 
de médiateurs inflammatoires, ainsi que son implication dans l’apoptose cellulaire. 
 
1.5.1 Immunité humorale 
Par définition, on appelle l’immunité spécifique humorale l’immunité liée aux lymphocytes B et 
à la production d’anticorps. Evidemment, ce phénomène nécessite la participation étroite des 
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lymphocytes T, ainsi que des APCs, telle que la cellule dendritique. Ensemble, ces éléments 
mènent ultimement à la différenciation des lymphocytes B en plasmocytes et à la production 
d’immunoglobulines (IgA, IgE, IgG et IgM, par exemple).123 
 L’importance de l’axe CD40/CD40L dans l’immunité humorale fut démontrée  
principalement par trois approches: premièrement par les manifestations et symptômes cliniques 
observés chez les patients atteints du syndrome HIGM,32, 124-127 deuxièmement par l’approche 
génétique (délétion des gènes du CD40 et CD40L) chez la souris,49, 128-130 et finalement par 
l’emploi d’anticorps ou de peptides bloquants dirigés contre le complexe CD40/CD40L.131-133 
Chacune de ces approches, telle que soulignées par de nombreuses études, pointe vers la même 
conclusion, soit que l’absence de l’interaction CD40/CD40L mène à un défaut sévère de 
production des immunoglobulines IgG, IgA et IgE (réponse dépendante du thymus, c’est-à-dire 
des lymphocytes T) en réponse à une infection pathogénique, sans toutefois affecter la réponse 
immunitaire indépendante des lymphocytes T.   
 Le complexe CD40/CD40L occupe une fonction cruciale dans l’immunité humorale grâce 
à son implication dans les interactions entre les cellules dendritiques (ou APC), les lymphocytes 
T et les lymphocytes B lors de la réponse immunitaire. Ces interactions cellulaires sont 
caractérisées  principalement par deux étapes importantes, soit l’activation des lymphocytes T via 
les APCs (cellule dendritique en particulier) et l’activation et la différenciation des lymphocytes 
B en plasmocytes via leur interaction avec les lymphocytes T activés, ainsi que les cellules 
dendritiques.123 La figure 1.8 illustre ces principales interactions cellulaires lors de l’immunité 




                          
Figure 1.8 : Rôle du complexe CD40/CD40L lors de l’immunité humorale. DC= cellule dendritique. Ma DY. et al. 
Seminars in Immunology. 2009; 21:265-272. 
 
 
 L’exposition à un agent pathogénique (e.g. infection bactérienne) mène à l’activation du 
CD40 sur les cellules dendritiques.134, 135 Les cellules dendritiques sont par la suite en mesure 
d’interagir avec le CD40L des lymphocytes T activés, ce qui augmente l’expression des 
molécules co-stimulatrices B7-1/B7-2 et CD80/CD86, et favorise la relâche de l’IL-12 et IL-10 
par les cellules dendritiques.53, 75, 123 Ces réponses cellulaires sont intimement impliquées dans la 
différenciation des lymphocytes T en cellules Th1 effectrices, T régulatrices et Th17 (IL-12 pour 
Th1 et IL-10 pour T régulatrices et Th17).77, 136, 137 Par la suite, l’interaction du CD40L des 
cellules T effectrices avec le CD40 des lymphocytes B induit la relâche de IL-2 et IL-4 par les 
cellules T effectrices.138 Parallèlement, le complexe CD40/CD40L participe aussi à l’interaction 
des cellules dendritiques avec les lymphocytes B. Cette interaction facilite la sécrétion de la 
protéine stimulatrice des lymphocytes B ("B Lymphocyte Stimulator protein", BLyS ou BAFF) et 
du ligand inductible à prolifération ("A Proliferation Inducing Ligand" APRIL) par les cellules 
dendritiques, ce qui, en collaboration avec IL-2 et IL-4 relâchées par les lymphocytes T, favorise 
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la différenciation des lymphocytes B en cellules plasmatiques productrices 
d’immunoglobulines.139-142  
 Il est important de noter qu’il est difficile de placer un ordre chronologique bien précis à 
ces événements, puisqu’en réalité ces interactions sont bidirectionnelles et peuvent se dérouler de 
manières simultanées. C’est-à-dire que les cellules dendritiques, les lymphocytes T et les 
lymphocytes B sont en mesure d’interagir tous ensemble simultanément, indiquant la nécessité de 
considérer ces réponses cellulaires comme un ensemble et non en tant qu’éléments séparés. Bref, 
l’axe CD40/CD40L constitue un élément intégral nécessaire à la coopération entre ces différents 
éléments lors de la réponse humorale et la production d’anticorps. 
  
1.5.2 Immunité cellulaire 
L’immunité cellulaire est la branche de la réponse immunitaire qui n’implique pas la production 
d’anticorps ni l’activation du système du complément. Elle est plutôt caractérisée par l’activation 
et la relâche de cytokines et chimiokines par toute cellule immunocompétente (cellule 
leucocytaire ou non) en réponse à un antigène. L’axe CD40/CD40L est sans doute impliqué dans 
cette facette de l’immunité, puisque l’interaction CD40/CD40L entraîne la sécrétion de plusieurs 
médiateurs inflammatoires par une panoplie de cellules, telle que les lymphocytes T et B, les 
cellules dendritiques, les monocytes/macrophages, les neutrophiles, les cellules endothéliales, les 
cellules musculaires lisses, les plaquettes, et autres…4, 143 Les médiateurs inflammatoires 
impliqués dans ces réponses peuvent être regroupés en six catégories, soit les cytokines, les 
chimiokines, les molécules d’adhésion, les MMPs, les facteurs de croissance et les facteurs pro-
coagulants. Ensemble, ces médiateurs sont essentiels à la réponse immunitaire et inflammatoire, 
puisqu’ils facilitent l’activation et le recrutement d’autres cellules immunocompétentes aux sites 
en question, et participent aux mécanismes de régénération faisant suite à l’infection.48, 143 Le 
tableau 1.2 résume l’implication du complexe CD40/CD40L dans le contrôle de l’immunité 








Tableau 1.2 : Rôle de l’axe CD40/CD40L dans l’immunité cellulaire 





















































1.5.3 Apoptose cellulaire 
Plusieurs données expérimentales pointent vers l’importance du complexe CD40/CD40L dans 
l’apoptose cellulaire. Cependant, la liaison du CD40 semble induire, soit un signal pro-
apoptotique, soit un signal anti-apoptotique (survie cellulaire), tout dépendant du type cellulaire. 
En général, l’activation du CD40 au niveau des lymphocytes B et T induit un signal anti-
apoptotique et de survie cellulaire,144-147 tandis que son activation au niveau de plusieurs lignées 
tumorales, telle que la lignée lymphoblastique B, entraîne l’apoptose cellulaire.148-151  
 Tel que discuté plus haut, la liaison du CD40 au niveau des lymphocytes B engendre la 
prolifération, la différenciation et la survie de ces cellules. En effet, le blocage de l’interaction 
CD40/CD40L, par approche génétique ou pharmacologique, prévient la différenciation des 
lymphocytes B en plasmocytes et provoque la mort cellulaire (apoptose).1, 152 Les effets anti-
apoptotiques observés suite à l’activation du CD40 dans les cellules B passent principalement par 
une augmentation des protéines anti-apoptotiques Bcl-XL, A20, Bfl-1, Mcl-1, survivine et cFLIP 
(Figure 1.9). Ces facteurs protègent la cellule contre l’apoptose en réponse à certains agents 
apoptotiques extrinsèques, tels que les IgMs, le FasL (Fas ligand) et le TNF, et intrinsèques, tels 
que les agents d’endommagement mitochondriale.153-157                   
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Figure 1.9 : Les mécanismes signalétiques impliqués dans les effets apoptotiques et anti-apoptotiques induit par 
l’activation du CD40. La liaison du CD40 au niveau des cellules B prévient l’apoptose par l’entremise de voies 
intrinsèques et extrinsèques. La voie intrinsèque comprend une augmentation des facteurs anti-apoptotiques BcL-xL, 
Mcl-1 et Bfl-1, ce qui inhibe l’activation du complexe cytochrome c/Apaf-1/caspase-9 et l’activation de la caspase-3. 
L’activation du CD40 augmente aussi la protéine inhibitrice de l’apoptose survivine qui inhibe aussi la caspase-3. La 
voie extrinsèque provient de l’activation des protéines A20 et cFLIP, et de leurs effets inhibiteurs sur l’activation des 
récepteurs au TNF et au FasL, respectivement. Contrairement aux cellules B, l’activation du CD40 sur les cellules 
tumorales engendre l’activation des protéines apoptotiques Bax, Bak et Bik, et favorise la liaison du FasL et du TNF 
à leurs récepteurs respectifs, le tout favorisant la mort cellulaire. Dallman C. et al. Apoptosis. 2003; 8:45-53.    
 
 Contrairement aux cellules B normales, l’activation du CD40 sur certaines cellules 
tumorales et lymphoblastiques B, engendre des effets antiprolifératifs et apoptotiques importants. 
En réponse au CD40L, les protéines apoptotiques Bax, Bak et Bik se retrouvent augmentées, 
favorisant ainsi l’activation de la caspase-3 (Figure 1.9).158, 159 Par ailleurs, l’activation du CD40 
sur les cellules tumorales favorise aussi la liaison du FasL et du TNF à leurs récepteurs respectifs, 
ce qui résulte à l’augmentation de la caspase 8 et à l’apoptose cellulaire.160-163 
 Bref, le complexe CD40/CD40L joue un rôle important dans l’apoptose cellulaire et le 
signal induit par l’activation du CD40, soit pro-apoptotique ou anti-apoptotique, dépend 
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largement du type cellulaire en question. Le CD40L constitue d’ailleurs une cible thérapeutique 
potentielle dans le traitement des complications associées à certains cancers, étant donné ses 
effets apoptotiques spécifiques aux niveaux des cellules tumorales.         
 
1.6 Implications pathologiques de l’axe CD40/CD40L 
L’inflammation est une composante intégrale associée à une multitude de complications 
vasculaires. Étant donné la contribution importante du complexe CD40/CD40L dans les 
mécanismes de l’immunité et de l’inflammation, il n’est pas surprenant qu’il soit étroitement 
impliqué dans le développement et la progression de certaines pathologies vasculaires et autres. 
Dans cette section nous discuterons du rôle de l’axe CD40/CD40L dans l’athérosclérose, le 
cancer, et les maladies auto-immunes, les principales complications auxquelles cet axe attire le 
plus d’attention.   
 
1.6.1 L’athérosclérose 
L’athérosclérose est sans doute la complication à laquelle le complexe CD40/CD40L fut l’objet 
du plus grand nombre d’études. Depuis quelques années maintenant, l’athérosclérose est 
clairement caractérisée comme une maladie inflammatoire chronique, impliquant la grande 
majorité des cellules du système vasculaire, soit les leucocytes, les cellules endothéliales, les 
plaquettes et les cellules musculaires lisses. Tel que discuté auparavant, l’axe CD40/CD40L 
occupe une fonction immunitaire/inflammatoire importante au sein de chacune de ces cellules et 
son implication dans l’athérosclérose fut bel et bien démontrée, tant par approche 
pharmacologique que génétique.  
 En 1998, Mach et al. démontrèrent que le traitement des souris dyslipidémiques LDLR-/- à 
l’aide d’un anticorps anti-CD40L réduit significativement la taille et le contenu en lipides des 
lésions athérosclérotiques.164 Par la suite, Lutgens et al. confirmèrent ces résultats par approche 
génétique en démontrant que la surface de la plaque chez la souris CD40L-/-/ApoE-/- est 5.5 fois 
moins importante que chez la souris ApoE-/-(souris athérosclérotiques marquées par un taux élevé 
de cholestérol circulant).165 De plus, ces souris démontrent un contenu en collagène largement 
plus riche que les souris témoins, illustrant ainsi la stabilité de la plaque. Finalement, 
l’administration d’un anticorps anti-CD40L chez la souris ApoE-/-, soit au début de 
l’athérosclérose ou une fois les lésions bien développées, stabilise et diminue le contenu lipidique 
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de la plaque, ce qui témoigne de l’importance du complexe CD40/CD40L au niveau des 
différents stades de l’athérosclérose.166, 167 
 Les mécanismes par lesquelles l’axe CD40/CD40L favorise le développement et la 
progression de la plaque athérosclérotique sont largement similaires à ceux impliqués dans la 
contribution de cet axe dans l’immunité cellulaire (section 1.5.2 et tableau 1.2 de ce chapitre), 
étant donné la nature inflammatoire importante de l’athérosclérose. La pathologie est souvent 
définie comme un dérèglement de la physiologie, touchant les mêmes joueurs et médiateurs 
cellulaires impliqués dans l’homéostasie, et l’athérosclérose ne fait pas exception ici. Le 
complexe CD40/CD40L est impliqué dans les trois principales phases de l’athérosclérose, soit 
l’initiation, la progression et la stabilité de la plaque, tel qu’illustré dans la figure 1.10. 
 
1.6.1.1 Initiation de la plaque 
L’initiation de la plaque athérosclérotique est principalement caractérisée par l’accumulation de 
lipoprotéines de faible densité ("Low Density Lipoproteine", LDL) au niveau de l’endothélium 
vasculaire et le recrutement (et la transmigration) de leucocytes aux sites en question.168-170 L’axe 
CD40/CD40L participe significativement à cette étape par le biais de son implication dans le 
recrutement et la transmigration de cellules immunocompétentes (lymphocytes T, monocytes et 
neutrophiles) à l’endothélium activé. L’élément déclencheur responsable de l’augmentation des 
récepteurs CD40 et CD40L au niveau des cellules endothéliales et immunocompétentes lors de 
l’initiation de la plaque n’est pas encore déterminé. Cependant, l’augmentation des LDL oxydées, 
certaines infections (pneumonie ou autres) ou des altérations hémodynamiques vasculaires 
demeurent des candidats potentiels.171-173 La liaison du CD40 sur les cellules endothéliales, tel 
qu’observée suite à l’adhésion des lymphocytes T activées via le CD40L, engendre 
l’augmentation de plusieurs molécules d’adhésion (E-sélectine, P-sélectine, VCAM-1, ICAM-1 
et LFA-1) et induit la relâche de cytokines inflammatoires (IL-6, IL-8, IL-15, MCP-1, MIP-1 α/β 
et RANTES) par l’endothélium, ce qui permet le recrutement, l’adhésion et la transmigration de 
leucocytes additionnels aux sites de lésions, les monocytes en particulier (Figure 1.10 a).3, 143, 174-





          
Figure 1.10 : Rôle de l’axe CD40/CD40L dans l’initiation (a), la progression (b et c) et la stabilité (d) de la plaque 
athérosclérotique. Hassan GS. et al. Trend in Immunology. 2009; 30:165-172.    
      
1.6.1.2 Progression de la plaque 
La progression de la plaque est principalement caractérisée par la prolifération et la migration des 
cellules musculaires lisses, et la formation de nouveaux vaisseaux sanguins supportant la 
croissance de la lésion. Au cours de cette étape, on assiste à la formation d’une plaque 
athéromateuse délimitée par un chapeau fibreux comprenant un centre riche en corps lipidiques, 
cellules spumeuses et cellules inflammatoires. Une fois dans l’espace sous-endothélial, les 
macrophages (originalement des monocytes) sont en mesure de phagocyter les LDL oxydées 
ayant pénétré dans l’intima.179 Cette réaction mène par la suite à la formation de cellules 
spumeuses. Le CD40 des macrophages modifiés (cellules spumeuses) interagit avec le CD40L 
des lymphocytes T infiltrés, ce qui favorise la relâche de cytokines (IL-1, IL-6 et IL-12), facteurs 
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de croissance (VEGF) et MMPs (MMP-1 et MMP-3), le tout menant à la prolifération et la 
migration des cellules musculaires lisses vers l’intima.178, 180 De plus, les cellules musculaires 
lisses en prolifération expriment le CD40 et interagissent donc avec le CD40L des lymphocytes 
T. Cette interaction amplifie la réaction inflammatoire et la formation de la plaque athéromateuse 
(Figure 1.10 b).143 En effet, la stimulation des cellules musculaires lisses par le CD40L induit la 
sécrétion des cytokines MCP-1 et IL-8.72, 180 Par ailleurs, l’accumulation de fibroblastes dans la 
zone intimale participe aussi aux réactions inflammatoires en cours. L’interaction du CD40L des 
cellules leucocytaires avec le CD40 des fibroblastes facilite la relâche des cytokines 
chimiotactiques IL-6 et IL-8.181-183  
 Tel que discuté plus haut, l’angiogénèse demeure un aspect crucial de la progression de la 
plaque athéromateuse et l’axe CD40/CD40L participe aussi à ce phénomène. En effet, la liaison 
du CD40 sur les cellules endothéliales et les macrophages induit la sécrétion de plusieurs agents 
angiogéniques, tels que les facteurs de croissance VEGF, FGF et PAF, ainsi que la MMP-1, 
MMP-2, MMP-3 et MMP-9.7, 69, 184, 185 Ensemble, ces éléments favorisent la croissance de 
nouvelles cellules endothéliales (facteurs de croissance) de même que la dégradation de la 
matrice extracellulaire (MMPs), deux éléments clés de l’angiogénèse.   
 Une fois le processus inflammatoire évolué, les lésions se retrouvent de plus en plus 
avancées et on assiste à une progression vers une plaque athéromateuse stable. Cette dernière est 
caractérisée par l’accumulation de cellules inflammatoires, de cellules spumeuses, de particules 
riches en lipides et de protéines de la matrice extracellulaire dans le corps de la plaque.186 De 
plus, la plaque comprend la présence de cellules musculaires lisses ayant proliféré de la média à 
l’intima, formant ce qu’on appelle la néointima (Figure 1.10 c)    
 
1.6.1.3 Stabilité de la plaque 
La rupture de la plaque représente l’étape finale des phénomènes associés à l’athérosclérose. Elle 
est, sans doute, l’étape la plus dangereuse car elle mène vers la thrombose vasculaire via le 
système de l’agrégation plaquettaire et celui de la coagulation sanguine. Il est rare que l’évolution 
de la plaque elle-même résulte en une accumulation de cellules et lipides au point où la lumière 
de l’artère se trouve complètement obstruée. C’est plutôt la rupture de la plaque et l’exposition 
aux composantes de la matrice extracellulaire qui enclenchent la formation du thrombus riche en 
plaquettes et fibrine.   
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La vulnérabilité de la plaque est mise en question lorsqu’il se produit une dégradation de 
la matrice extracellulaire, ce qui expose la lumière de l’artère aux substances pro-agrégantes, tel 
que le collagène. Il semblerait qu’une longue série de MMPs soit impliquées dans ce phénomène. 
Effectivement, la stimulation des cellules endothéliales, des cellules musculaires lisses et des 
macrophages par le CD40L, provoque une sécrétion accrue de MMPs, comme la MMP-1, MMP-
2, MMP-3, MMP-8, MMP-9 et la MMP-13.7, 59, 101, 187 Un des aspects importants de la rupture de 
la plaque athérosclérotique est la perte du collagène interstitiel (fibrillaire), composante 
intrinsèque du chapeau de la plaque fibreuse. La perte de cette protéine engendre la rupture de la 
plaque, ce qui expose les composantes de la matrice sous-endothéliale (e.g. collagène 
extracellulaire), le tout favorisant ainsi l’adhésion des plaquettes et la formation du thrombus.73, 
188-190 D’après l’étude effectuée par Sukhova GK. et al, il y aurait une augmentation de 
collagénases (MMP-1 et MMP-13) aux sites de lésions athérosclérotiques, ce qui résulterait en 
une perte de l’accumulation de collagène et, par conséquent, en une vulnérabilité accrue à la 
formation d’un thrombus.190  
Il existe, à ce jour, plusieurs études qui pointent vers un rôle prédominant du 
CD40/CD40L dans la formation du thrombus. Par exemple, la liaison du CD40 sur les cellules 
endothéliales, les cellules musculaires lisses et les macrophages provoque une libération accrue 
de substances pro-coagulantes, tel que le facteur tissulaire, un puissant stimulateur de la 
coagulation sanguine et de l’activation plaquettaire.59, 191-193 De plus, le CD40L constitue un 
agoniste plaquettaire direct et un stimulateur de la thrombose, par l’entremise de son interaction 
avec l’intégrine plaquettaire αIIbβ3.28, 29 Cet aspect sera discuté en détail dans le troisième 
chapitre. 
 
1.6.2 Le cancer 
À première vue, le complexe CD40/CD40L semble faciliter le développement et la progression 
du cancer, tel que souligné par les hauts niveaux d’expression de ces protéines à la surface de 
plusieurs cellules tumorales.159, 194-196 Par exemple, il fut démontré que les cellules tumorales du 
lymphome non hodgkinien, de la leucémie lymphoïde chronique et du lymphome de burkitt 
exploitent le système CD40/CD40L comme outil de survie et de croissance cellulaire, 
principalement par l’entremise de la voie signalétique NF-κB.197, 198 De plus, il existe une 
corrélation positive entre les niveaux d’expression du CD40L sur certaines cellules tumorales et 
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le degré d’agressivité et d’évolution de ces cellules.196 Cependant, après réexamen de la fonction  
de ce complexe dans la physiopathologie du cancer, on arrive à la conclusion que l’axe 
CD40/CD40L occupe plutôt un rôle négatif dans la pathogenèse du cancer. Certes, l’observation 
la plus définitive soutenant cette constatation provient des symptômes observés chez les patients 
atteints du syndrome XHIM (mutation génétique causant une anormalité sévère de l’interaction 
du CD40L avec le CD40), chez lesquelles on dénote une fréquence élevée de plusieurs 
lymphomes et carcinomes.199 En effet, plusieurs cellules tumorales cherchent à déréguler le 
système CD40/CD40L afin de maintenir leur croissance et survie cellulaire. À tire d’exemple, les 
lymphocytes T CD4+ de patients souffrant de la leucémie lymphoïde chronique tentent de 
supprimer leur expression en CD40L membranaire, soit par clivage enzymatique ou par un défaut 
de mobilisation membranaire suite à l’activation.200 Ces mécanismes compensatoires serviraient à 
échapper aux effets anti-tumoraux des lymphocytes T cytotoxiques et de la cellule tueuse 
naturelle ("Natural Killer", NK) lors de la réponse immunitaire. Par ailleurs, Hock et al. ont 
rapporté que les patients atteints de la leucémie myéloïde aigüe et du myélome multiple 
possèdent des niveaux élevés du récepteur CD40 soluble (sCD40) en circulation, réduisant ainsi 
la réponse cellulaire au CD40L et corrèle avec un faible pronostic chez ces patients.201 De plus, 
dans une large étude comprenant 1776 patients souffrants du lymphome non-hodgkinien et 2482 
patients contrôles, on observa une importante association entre le développement de divers 
lymphomes et une mutation dans le gène du CD40, ce qui résulte en de bas niveaux de la 
protéine.202 Bref, toutes ces études suggèrent que le complexe CD40/CD40L réduit la croissance 
et la survie des cellules tumorales. 
 Les mécanismes par lesquelles l’axe CD40/CD40L contribue négativement à la 
progression tumorale semblent être bien caractérisés et ces derniers incluent des effets indirects et 
directs sur la cellule tumorale. Premièrement, le complexe CD40/CD40L est intimement lié à la 
production des lymphocytes T cytotoxiques et des cellules NK qui agissent directement sur les 
cellules tumorales afin d’induire leur mort cellulaire (effets indirectes).203 Par ailleurs, la liaison 
du CD40 sur les cellules tumorales déclenche un signal pro-apoptotique, ce qui favorise la mort 
cellulaire et engendre l’augmentation de molécules d’adhésion et de protéines membranaires, tel 
que le transporteur peptidique de l’antigène-1 ("Antigen Peptide Transporter-1", TAP1).204 Cette 
liaison facilite donc la reconnaissance et l’interaction des cellules immunitaires anti-tumorales 
(effets directs).   
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1.6.2.1 Production de cellules immunocompétentes anti-tumorales 
L’immunité spécifique tumorale dépend largement de la collaboration étroite entre les cellules 
dendritiques et les lymphocytes T. La liaison du CD40 sur la cellule dendritique par le CD40L 
des lymphocytes T auxiliaires CD4+ induit la production de cytokines inflammatoires et de 
molécules d’adhésion essentielles à l’activation des cellules T cytotoxiques et des cellules NK. 
En effet, cette interaction mène à la relâche des cytokines IL-12 et INFγ et à l’augmentation des 
molécules d’adhésions MHCI et MCHII (ainsi que d’autres molécules co-stimulatrices) par les 
cellules dendritiques.75, 205 Ceci leur permet donc d’interagir avec les lymphocytes T cytotoxiques 
et les cellules NK, facilitant ainsi leur activation. Suite à leur activation, les lymphocytes T 
cytotoxiques et les cellules NK agissent directement sur les cellules tumorales et favorise 
l’apoptose de ces cellules via la sécrétion d’enzymes cytotoxiques, telle que la perforine et la 
granulysine.  
 L’implication du complexe CD40/CD40L dans ces phénomènes est supportée par 
plusieurs données expérimentales convaincantes. Premièrement, l’emploi d’anticorps causant 
l’activation du CD40 favorise l’expansion des cellules T cytotoxiques et protège contre le 
développement tumoral.206-208 De plus, les souris CD40 déficientes démontrent des défauts 
importants d’activation des cellules T cytotoxiques suite à l’exposition de diverses tumeurs, ce 
qui se répercute en une forte résistance et progression tumorale.209 Finalement, l’emploi 
d’anticorps bloquants contre le CD40L chez la souris résulte en une immunité tumorale affaiblie, 
comparativement aux souris contrôles.210-214        
 
1.6.2.2 Apoptose tumorale 
Telle que discutée dans la section 1.5.3 de ce chapitre, l’activation du CD40 sur plusieurs lignées 
tumorales induit un signal pro-apoptotique causant la mort cellulaire. Par exemple, la stimulation 
des cellules du lymphome B, des cellules du myélome multiple et des cellules du lymphome de 
burkitt par le CD40L, diminue significativement la prolifération et la survie cellulaire, tant in 
vitro que dans divers modèles expérimentaux in vivo chez la souris.148, 149, 151 Ces effets 
antiprolifératifs furent aussi démontrés au niveau des tumeurs solides, tels que les carcinomes de 
la vessie, des ovaires et de la peau. Effectivement, le traitement de ces carcinomes par une forme 
recombinante du CD40L inhibe la prolifération cellulaire maligne et augmente significativement 
la durée de vie chez la souris.159, 162, 215-217   
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Les voies signalétiques pro-apoptotiques déclenchées suite à la liaison du CD40 sur les 
cellules tumorales ont déjà été révisées ultérieurement dans ce chapitre. Ces derniers incluent 
principalement l’activation des protéines Bax, Bak et Bik, ainsi qu’un sensibilité accrue aux 
effets apoptotiques du FasL et du TNF (figure 1.9).158, 159, 218  
 
1.6.2.3 Augmentation d’antigènes immunitaires anti-tumoraux 
Une des caractéristiques importantes de la survie et de l’expansion tumorale repose sur la 
capacité des cellules malignes à s’évader du système immunitaire. La réponse immunitaire 
tumorale dépend largement de l’exposition d’antigène peptidique par le complexe MHC à la 
surface des cellules tumorales, ce qui facilite la reconnaissance aux cellules cytotoxiques CD8+. 
Ce processus est régulé par un complexe de protéases et de transporteurs spécifiques, tels que la 
famille des TAPs (TAP1 et TAP2) et la tapasine. Les TAPs sont des transporteurs spécifiques 
impliqués dans la présentation de l’antigène peptidique aux molécules du complexe MHC, tandis 
que la tapasine est une chaperonne responsable de l’assemblement de ce complexe.203, 219  
 Plusieurs études pointent vers l’importance du complexe CD40/CD40L dans la régulation 
de la présentation d’antigène à reconnaissance immunitaire par la cellule tumorale. L’activation 
du CD40 semble réactiver ce processus de présentation d’antigène préalablement perdue par les 
cellules tumorales et restore ainsi l’influence du système immunitaire sur ces cellules.41, 204, 220  
Effectivement, il fut démontré que la liaison du CD40 sur les cellules tumorales du lymphome de 
burkitt et des carcinomes du cervix augmente significativement l’expression de la molécule 
d’adhésion ICAM-1 et des protéines TAP1, TAP2, MHCI, et tapasine.41, 221 Ces réponses 
cellulaires augmentent la reconnaissance immunitaire par les cellules cytotoxiques T, ce qui 
favorise significativement la mort cellulaire. Par ailleurs, la stimulation des cellules de la 
leucémie chronique lymphoblastique B, du lymphome folliculaire et de la leucémie myéloïde 
aigüe par le CD40L, augmente aussi l’expression des molécules d’adhésions co-stimulatrices 
CD70, B7.1, B7.2 et B7.2, ainsi que du récepteur apoptotique Fas.222 L’augmentation des 
antigènes et molécules d’adhésion à la surface des cellules tumorales semble dépendre de la voie 
signalétique de la NF-κB, puisque l’inhibition spécifique de cette voie renverse les effets pro-
apototiques (via les cellules T cytotoxiques et les cellules NK) du CD40L sur la cellule 





1.6.3 Les maladies auto-immunes et maladies inflammatoires chroniques 
Par définition, les maladies auto-immunes sont le résultat d’une hyperréactivité du système 
immunitaire à l’encontre de substances ou de tissus qui sont normalement présents dans 
l’organisme.9 Étant donné sa contribution importante dans l’immunité, il n’est pas surprenant 
d’apprendre que le complexe CD40/CD40L occupe aussi un rôle prédéterminant dans plusieurs 
maladies auto-immunes. Dans cette section, nous ferons un survol des mécanismes et modes 
d’action par lesquels le système CD40/CD40L contribue aux maladies auto-immunes, tout en 
discutant des principales complications auxquelles ce complexe y est associé, soit la thyroïdite, le 
diabète de type I, la sclérose en plaques, les maladies inflammatoires de l’intestin, l’arthrite 
rhumatoïde et le lupus érythémateux disséminé.  
 
1.6.3.1 Mécanismes d’action 
Trois principaux modes d’action possibles par lesquels l’axe CD40/CD40L contribue aux 
maladies auto-immunes dépendantes des lymphocytes T ont été postulés (figure 1.11). 
                                
Figure 1.11 : Mécanismes d’action potentiels par lesquels le complexe CD40/CD40L contribue aux maladies auto-
immunes. L’activation du CD40 contribue potentiellement aux maladies auto-immunes de plusieurs façons. 1) Au 
cours de la sélection des lymphocytes T au niveau du thymus, ce qui permettrait à certaines cellules T auto réactives 
d’échapper à la sélection négative. 2) Au niveau des organes lymphoïdes secondaires où les cellules T interagissent 
avec les lymphocytes B et/ou les cellules dendritiques. 3) Au niveau des organes cibles où la signalisation induite par 
le CD40 mène à une production de cytokines inflammatoires impliquées dans la destruction des tissus en question. 
Peters AL. et al. Seminars in Immunology. 2009; 21:293-300.    
 
  
Premièrement, l’activation du CD40 au cours de la sélection des lymphocytes T au niveau 
du thymus pourrait favoriser la production de clones (lymphocytes T) auto réactifs ayant 
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échappés aux mécanismes de délétions cellulaires. La sélection négative de cellules 
potentiellement autoréactives est régulée par les cellules épithéliales médullaires du thymus et il 
fut démontré que ce processus nécessite la coopération entre le CD40 et le récepteur activateur du 
NF-κB ("Receptor Activator for NF-κB", RANK),224 aussi membre de la famille des récepteurs 
du TNF. Une anormalité quelconque (activation exagérée ou défaut d’activation) au niveau de ce 
système pourrait potentiellement mener à la production de cellules T autos réactives et au 
développement de certaines complications auto-immunes (figure 1.11, haut de la figure).       
Deuxièmement, une activation accrue du CD40 au niveau des organes lymphoïdes 
secondaires (nœuds lymphatiques), où se déroule l’immunité spécifique et la production 
d’anticorps, pourrait favoriser une surproduction de cytokines et d’auto anticorps circulants 
contribuant au développement des maladies auto-immunes. En effet, il fut démontré qu’une 
augmentation des niveaux membranaire de CD40 (soit constitutif ou suite à l’activation) résulte 
en une augmentation des interactions CD40/CD40L, ce qui potentiellement mène à une réponse 
immunitaire exagéré (figure 1.11, milieu de la figure).77  
 Finalement, une signalisation anormale induite par le CD40 au niveau des tissus ou 
organes cibles eux-mêmes pourrait contribuer aux maladies auto-immunes, en particulier lorsque 
les niveaux d’expression du CD40 sur ces tissus varient d’une expression faible ou inexistante à 
une expression forte. Par exemple, il a été démontré que des niveaux d’expression membranaire 
élevés de CD40 au niveau des cellules cibles des maladies en question (cellules de la glande 
tyroïde pour la maladie de Graves et du pancréas pour le diabète) contribue à l’initiation de la 
maladie de Graves et à la production de cytokines inflammatoires impliquées dans le rejet de 
transplantation d’îlots pancréatiques chez les patients diabétiques.225-229                
 
1.6.3.2 La thyroïdite 
La thyroïdite est une inflammation de la glande thyroïde affectant environ 5% de la population en 
général.230 La maladie de Graves et la thyroïdite de Hashimoto sont les deux principales maladies 
inflammatoires de la tyroïde impliquant le complexe CD40/CD40L. La maladie de Graves est 
caractérisée par une hyperthyroïdite, par une infiltration accrue de leucocytes au niveau de la 
glande, par la présence d’un goitre et par la présence d’anticorps contre le récepteur de la 
thyréostimuline, tandis que la thyroïdite de Hashimoto est caractérisée par une forme plus sévère 
de ces manifestations (et les anticorps sont dirigés contre la thyroglobuline plutôt).    
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 Le CD40 est exprimé de manière aberrante au niveau des cellules épithéliales dans la 
maladie de Graves,231, 232 ce qui pourrait expliquer la présence d’auto antigènes reconnus par les 
lymphocytes T. Il fut démontré qu’un polymorphisme nucléotidique dans l’allèle C de la 
séquence Kozak du gène CD40 est associé à une augmentation significative de développer la 
maladie de Graves.230 De plus, les individus atteints de ce polymorphisme ont des niveaux élevés 
d’ARN du CD40 au niveau des lymphocytes B, ce qui se traduit également par une augmentation 
d’expression de la protéine.233  
 Aucun polymorphisme génétique n’a été identifié pour la thyroïdite de Hashimoto. Par 
contre, l’emploi d’anticorps anti-CD40L prévient le développement de la maladie dans un modèle 
expérimental chez la souris.234 De plus, la stimulation de lymphocytes B et T traités à la 
thyroglobuline par le CD40L est nécessaire au développement de la thyroïdite de Hashimoto, 
confirmant ainsi l’importance du système CD40/CD40L dans cette maladie auto-immune.235   
 
1.6.3.3 Le diabète de type I 
Le diabète de type I provient de la destruction des îlots beta du pancréas, ce qui mène à la perte 
totale de la sécrétion d’insuline par l’organisme.236 Un des modèles diabétiques le plus étudié est 
celui de la souris diabétique non obèse ("Non-Obese Diabetic", NOD) qui développe 
spontanément le diabète suite à une inflammation des îlots beta de Langerhans secondaire à une 
infiltration leucocytaire importante. Les lymphocytes B jouent un rôle essentiel dans le 
développement du diabète, puisque la délétion de ces cellules protège les souris NOD contre 
l’apparition de cette maladie.236-238 Ceci s’explique par la présence d’auto anticorps contre 
l’insuline et l’acide glutamique décarboxylase (GAD) retrouvés chez la souris NOD et chez les 
patients diabétiques.236, 239  
 Certaines données expérimentales pointent vers l’importance de l’axe CD40/CD40L dans 
le diabète de type I. Par exemple, le blocage spécifique de l’interaction CD40/CD40L à l’aide 
d’anticorps retarde significativement l’apparition du diabète chez la souris NOD;240, 241 résultats 
qui furent aussi confirmés dans un autre modèle diabétique chez le rat.242 Les cellules beta du 
pancréas expriment constitutivement le CD40 et sa stimulation mène à la relâche de cytokines 
inflammatoires potentiellement impliquées dans la destruction de ces cellules par le système 
immunitaire.225, 243 Par ailleurs, le rôle des lymphocytes T CD40+ dans le diabète fut investigué et 
les résultats d’une récente étude démontrent que l’activation du CD40 des cellules T chez la 
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souris NOD contribue à la pathogenèse de cette maladie.244 Le CD40 faciliterait l’activation de 
voies cellulaires additionnelles, en plus d’inhiber l’expression de l’antigène cytotoxique-4 des 
lymphocytes T, une protéine impliquée dans l’inhibition des lymphocytes T.           
 
1.6.3.4 La sclérose en plaques  
La sclérose en plaques est une maladie inflammatoire chronique du système nerveux central. 
Cette maladie auto-immune est liée à une infiltration de lymphocytes T (CD4+ et CD8+), de 
lymphocytes B, de macrophages, et de cellules gliales au niveau du cerveau et de la moelle 
épinière, causant ainsi une destruction de la myéline des fibres nerveuses.245 La grande majorité 
des connaissances scientifiques acquises sur la pathophysiologie de cette maladie provient de 
tissus du cerveau de patients post mortem ou du modèle d’encéphalopathie auto-immun 
expérimental ("Experimental autoimmune encephalomyelitis", EAE) chez la souris, dans lequel 
on dénote une infiltration des cellules immunitaires au niveau du système nerveux central suite 
l’immunisation des souris avec des composantes de la myéline.245 
 Dans ce modèle (EAE), le CD40 est fortement exprimé dans la moelle épinière lors de la 
phase aigüe et de la phase de rechute de la maladie, tandis que le CD40L n’est fortement exprimé 
que lors de la phase de rechute.246 Les souris CD40L déficientes sont protégées contre l’EAE, de 
par le défaut d’activation et de maturation des APC.205 De plus, l’administration d’un anticorps 
bloquant anti-CD40L au tout début de la phase d’induction de l’EAE prévient le développement 
de la maladie.247 Le blocage de l’interaction CD40/CD40L préviendrait possiblement l’expansion 
des lymphocytes T vers une réponse immunitaire Th1, favorisant ainsi une différenciation vers la 
voie non pathogénique Th2 au niveau du système nerveux central.248-250 
Les cellules gliales expriment aussi le CD40, surtout suite à leur stimulation par l’INF-
γ.251 L’activation du CD40 au niveau de ces cellules favorise la relâche des cytokines IL-12 et 
TNF, ce qui engendre l’apoptose cellulaire.251-253 En effet, il fut démontré que l’expression du 
CD40 sur les cellules gliales est critique au développement de la sclérose en plaques, tel que 
souligné par le développement d’une EAE significativement moins sévère chez les souris ayant 
subi une délétion du CD40 spécifiquement au niveau de ces cellules.253, 254  
Finalement, une étude récente vient de démontrer l’association entre un polymorphisme 
génétique sur la séquence du CD40 et l’incidence de la sclérose en plaques,255 supportant de plus 
la contribution de ce récepteur dans le développement de cette maladie. Par contre, l’effet de ce 
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polymorphisme sur le degré d’expression ou la fonction de la protéine du CD40 n’est toujours 
pas déterminé.            
 
1.6.3.5 Les maladies inflammatoires de l’intestin 
La maladie de Crohn et la colite ulcéreuse sont les deux principales complications auto-immunes 
de l’intestin. Elles sont caractérisées par une inflammation récurrente du petit et du gros intestin, 
ainsi que par une infiltration de cellules T, de cellules B et de macrophages au niveau de 
l’épithélium intestinal.256 Ceci affecte l’intégrité de la paroi intestinale et cause la diarrhée, des 
douleurs abdominales, des saignements rectaux et une malnutrition chez les patients affectés par 
ces maladies.  
Le CD40 est surexprimé par les cellules endothéliales microvasculaires de la muqueuse 
intestinale de patients atteints de la maladie de Crohn.257 De plus, on retrouve significativement 
plus de cellules dendritiques CD40 positives au niveau de la muqueuse intestinale de ces 
patients.258 L’importance du complexe CD40/CD40L dans les maladies inflammatoires de 
l’intestin fut principalement déterminée à l’aide d’études effectuées chez la souris. 
L’administration d’un anticorps anti-CD40L au début de l’apparition des colites, prévient la 
maladie et inhibe l’infiltration des leucocytes au niveau de l’épithélium.259, 260 Par ailleurs, le 
blocage du CD40L quatre semaines suivant le déclenchement du modèle expérimental 
pathologique chez la souris, améliore significativement les complications associées à cette 
complication (maladie inflammatoire de l’intestin), sans toutefois l’irradier totalement.260 De 
plus, les souris transgéniques surexprimant le CD40L démontrent une infiltration leucocytaire 
importante au niveau de plusieurs organes et développent une forme létale de la maladie dès l’âge 
de 3-6 semaines.261 Finalement, dans une petite étude clinique, l’administration d’un antagoniste 
spécifique du CD40L chez des patients atteints de la maladie de Crohn, montra des effets 
bénéfiques importants, avec 77% des patients répondant bien au traitement et 22% des patients 
entrant en rémission de la maladie.262   
  
1.6.3.6 L’arthrite rhumatoïde  
L’arthrite rhumatoïde est une inflammation chronique des articulations affectant 1% de la 
population mondiale.263 Comme pour la plupart des maladies auto-immunes, elle est caractérisée 
par une infiltration des cellules immunitaires au niveau des articulations, causant ainsi une 
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augmentation locale de cytokines, chimiokines et métalloprotéinases. On dénote aussi une 
prolifération des cellules synoviales, ce qui mène ultimement à l’apaisement du synovium et à la 
dégradation du cartilage et des os.263  
 L’activation du CD40 des fibroblastes synoviaux mène à la relâche des cytokines IL-8, 
IL-15, IL-17, TNF et MCP-1 qui potentiellement contribuent à la destruction du joint.264, 265 De 
plus, il fut démontré que la liaison du CD40 sur ces cellules favorise l’expression membranaire 
du ligand de RANK, une molécule impliqué dans l’activation des ostéoclastes et dans la 
résorption de l’os.266 Par ailleurs, le CD40L des cellules sanguines périphériques et des 
lymphocytes T synoviaux des patients souffrants de l’arthrite rhumatoïde est significativement 
surexprimé à la surface de ces cellules, comparativement aux cellules de patients contrôles. Ceci 
mène à une augmentation accrue d’immunoglobulines par les lymphocytes B et à une sécrétion 
exagérée de l’IL-2 par les cellules dendritiques synoviales.267-270 D’ailleurs, la surexpression du 
CD40L sur les lymphocytes T corrèle avec une augmentation de l’activité des mécanismes 
physiopathologiques de la maladie.271  
 Chez la souris, l’administration d’un anticorps anti-CD40L avant l’initiation de l’arthrite 
induite par le collagène (modèle d’arthrite expérimentale chez la souris), prévient ou améliore du 
moins la maladie. Par contre, l’administration de ce même traitement une fois l’arthrite débuté, ne 
semble pas renverser ou stabiliser les complications déjà présentes, ce qui signifie que le système 
CD40/CD40L occupe un rôle important dans les phases inflammatoires initiales de l’arthrite.272, 
273  
 Plusieurs associations génétiques entre le complexe CD40/CD40L et l’arthrite rhumatoïde 
ont été identifiées. Récemment, un polymorphisme nucléotidique au niveau du gène du CD40 fut 
associé avec l’incidence de l’arthrite rhumatoïde auprès de patients européens.274 De plus, cette 
étude identifia d’autres polymorphismes génétiques au niveau de certaines protéines signalétiques 
impliquées dans l’activation du CD40, telle que la protéine inductible-3 alpha ("Alpha-Induced 
Protein 3", AIP3) du TNF et TRAF-1. Nous ne savons toujours pas, par contre, l’effet de ces 
polymorphismes sur les niveaux d’expression ou la fonction de ces protéines (CD40, AIP3 et 






1.6.3.7 Le lupus érythémateux disséminé  
Le lupus érythémateux disséminé est une maladie systémique auto-immune chronique dans 
laquelle on dénote la présence d’anticorps circulants s’attaquant à l’ADN et à d’autres 
composantes nucléaires des cellules du tissu conjonctif.275 Cette maladie affecte en général 
plusieurs organes importants, incluant la peau, les joints, les poumons, le cerveau, le cœur et les 
reins. 
 Les lymphocytes T CD4+ et CD8+ de patients atteints de la maladie contiennent 
significativement plus de CD40L membranaire que ceux de patients contrôles. Étonnement, les 
monocytes et lymphocytes B de ces même patients, expriment aussi de hauts niveaux de CD40L, 
contrairement aux cellules normales qui contiennent en grande majorité le CD40.276-279 
D’ailleurs, les souris transgéniques génétiquement modifiées afin d’exprimer de hauts niveaux de 
CD40L au niveau des cellules B, développent une forme de maladie bien similaire au lupus 
érythémateux disséminé, soulignant ainsi l’importance de cette expression cellulaire ectopique 
dans la pathogénèse de cette maladie auto-immune.280 De plus, il existe une corrélation positive 
entre les niveaux circulants du sCD40L chez les patients atteints du lupus et le degré de sévérité 
de la maladie.281 Les patients souffrants du lupus érythémateux disséminé démontrent une 
diminution significative du nombre de cellules progénitrices CD34+ retrouvées dans la moelle 
osseuse et une prédisposition à l’apoptose cellulaire au niveau de ces cellules. Parallèlement, il 
fut démontré que la liaison du CD40 des cellules CD34+ déclenche l’apoptose de ces cellules, ce 
qui explique potentiellement les bas niveaux de cellules CD34+ retrouvées chez les patients 
atteints du lupus.282 
 Dans un modèle expérimental du lupus érythémateux disséminé chez la souris, 
l’administration d’un anticorps anti-CD40L prévient ou améliore du moins les complications 
pathologiques associées à la maladie. Par exemple, ces animaux démontrent une protection contre 
l’insuffisance rénale et contiennent significativement moins d’anticorps anti-ADN. De plus, 
l’administration de l’anticorps une fois les complications manifestées, prolonge la durée de vie 
des animaux et améliore la fonction rénale.283-286  
 Comme pour plusieurs autres complications auto-immunes, l’association entre certains 
polymorphismes génétiques et l’incidence de la maladie, fut identifiée. Premièrement, le gène du 
CD40 se retrouve au niveau du chromosome 20q11.2-13.1, une région identifiée comme un lien 
potentiel à l’incidence du lupus.275, 287 Deuxièmement, le polymorphisme nucléotidique nommé 
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rs11086998 G, résultant de la substitution d’une proline pour une alanine à l’acide aminé 227 de  
la séquence du CD40, augmente la sévérité de la maladie du lupus érythémateux disséminé, 
surtout auprès de patients d’origine hispanique.288   
 
1.6.4 Le CD40L soluble et les syndromes cardiovasculaires cliniques 
Étant donné la contribution importante de l’axe CD40/CD40L dans l’athérosclérose, plusieurs 
études cliniques ont évalué la relation entre les niveaux circulants de sCD40L et l’incidence de 
plusieurs syndromes cardiovasculaires, en particulier les ACS, tels que l’infarctus du myocarde 
aigue et l’angine instable, et les syndromes coronariens stables, tels que l’angine stable et la 
maladie coronarienne stable.  
 Premièrement, plusieurs études ont mesuré les niveaux plasmatiques de sCD40L chez les 
patients atteints de ces syndromes, sans toutefois faire le lien entre les niveaux de la molécule et 
la sévérité ou le pronostic de la maladie. En général, ces études démontrent que les patients 
souffrant des ACS et des syndromes coronariens stables contiennent de hauts niveaux de sCD40L 
circulants. Par exemple, les patients souffrant de l’infarctus du myocarde aigu et de l’angine 
instable présentent des niveaux plasmatiques de la molécule significativement supérieure aux 
patients contrôles. De plus, l’augmentation plasmatique du sCD40L semble être indépendante des 
autres marqueurs inflammatoires importants, tels que l’IL-6, sICAM-1, sVCAM-1, le CRP et la 
troponine, ce qui fait de lui un facteur de risque des événements cardiovasculaires plus fiables 
que les autres.289, 290 Puisque la forme soluble du CD40L en circulation provient presque 
exclusivement des plaquettes activées,20 il semble que cette augmentation observée en clinique 
provient d’une activation plaquettaire accrue et non du degré d’inflammation en général. Le 
tableau 1.3 résume les principales études cliniques importantes ayant identifiées les niveaux de 










Tableau 1.3 : Le CD40L soluble dans les ACS et les syndromes coronariens stables 





Infarctus du myocarde aigue 219 patients 
389 contrôles 
↑ Antoniades et al291 
Angine instable 26 patients 
19 contrôles 
↑ Aukrust et al292 
Infarctus du myocarde aigue 
Angine instable 
15 patients IMA 




Garlichs et al293 
Infarctus du myocarde aigue 
Maladie coronarienne stable 
109 patients IMA 
209 patients MCS 
286 contrôles 
↑ 
- Tousoulis et al
294 
Maladie coronarienne stable 204 patients 189 contrôles 
↑ Tayebjee et al295 
Infarctus du myocarde aigue   130 patientes (femmes) 130 contrôles (femmes) 
↑ Schönbeck et al296 
  
 Deuxièmement, plusieurs études cliniques ont évalué la corrélation entre les niveaux 
plasmatiques de sCD40L et le pronostic ou le risque de complications associées à la maladie. 
Certes, la plus grosse étude clinique provient du groupe de Heeschen et al. (Étude CAPTURE), 
publiée en 2003 auprès de 1088 patients souffrants des ACS.12 Ces derniers démontrèrent que les 
patients contenants de hauts niveaux de sCD40L étaient à haut risque de décès (trois fois plus à 
risque que les patients contrôles), suite à des complications cardiovasculaires, tels que l’infarctus 
du myocarde aigu. Par ailleurs, dans l’étude MIRACL (Myocardial Ischemia Reduction with 
Aggressive Cholesterol Lowering), des hauts niveaux de sCD40L représentent un facteur de 
risque indépendant pour l’incidence d’événements cardiovasculaires récurrents.297 De plus, les 
individus qui expriment le polymorphisme nucléotidique -3459A>G au niveau du gène du 
CD40L sont à haut risque de développer l’infarctus du myocarde aigu.298 
 L’association entre les niveaux de sCD40L plasmatiques et l’incidence des syndromes 
cardiovasculaires pointe vers l’importance du complexe CD40/CD40L dans les maladies 
inflammatoires vasculaires. Cependant, il n’est pas encore clair si l’augmentation du sCD40L 
circulant dans ces syndromes représente une conséquence d’un état élevé d’activation 
plaquettaire observé chez ces patients ou si ce phénomène représente plutôt une cause du 
développement et des complications de ces maladies. Certes, plus d’études à ce sujet seront 



































2.1 Origine et structure des plaquettes 
Les plaquettes furent découvertes en 1882 par le chercheur italien Giulio Bizzozero.299 Il fut le 
premier à les identifier anatomiquement en plus de leur attribuer un rôle dans l’hémostase et la 
thrombose vasculaire.300 Bizzozero fut aussi le premier à identifier les mégacaryocytes issus de la 
moelle osseuse, tout en ignorant que ces dernières étaient les cellules précurseurs des plaquettes. 
À l’heure actuelle, les plaquettes occupent une place primordiale dans l’hémostase physiologique 
mais aussi dans plusieurs conditions pathologiques, comme la thrombose vasculaire, 
l’athérosclérose, l’inflammation, l’immunité, l’oncologie, les maladies coronariennes, les 
accidents cérébraux vasculaires, le diabète, la glomérulonéphrite rénale, les maladies 
psychiatriques, et autres.  
Les plaquettes sont des cellules anucléées issues de cellules hautement spécialisées, 
nommées les mégacaryocytes, qui se développent à partir d’une cellule souche pluripotente, selon 
le modèle hématopoïétique suivant :301  
 
CFU-GEMM             BFU-Meg              CFU-Meg             Promégacaryoblaste 
Mégacaryoblaste  Promégacaryocytes            Mégacaryocytes           Plaquettes 
 
CFU-GEMM: "colony-forming unit-granulocyte-erythroid-macrophage-megakaryocyte" 
BFU-Meg: "burst-forming unit megakaryocyte" 
CFU-Meg: "colony-forming unit megakaryocyte"  
 
  Les mécanismes par lesquels les mégacaryocytes donnent naissance aux plaquettes ont 
longtemps fasciné chercheurs et hématologistes à travers le monde. À ce jour, trois modèles ont 
été proposés : le modèle de la défragmentation cytoplasmique, celui du bourgeonnement 
membranaire et celui de la formation pro-plaquettaire (Figure 2.1). Au cours de la 
défragmentation cytoplasmique, des plaquettes matures seraient pré-assemblées dans le 
cytoplasme de la cellule mégacaryocytaire. Les plaquettes seraient, par la suite, relâchées dans le 
milieu extracellulaire suite à une défragmentation cytoplasmique.302, 303 Dans le modèle du 
bourgeonnement membranaire, les plaquettes seraient attachées à la membrane des 
mégacaryocytes, puis, par la suite, clivées de la périphérie et relâchées dans la circulation.304, 305 
Finalement, les données expérimentales acquises au cours des années favorisent le modèle de la 
formation pro-plaquettaire, dans lequel les mégacaryocytes formeraient de longues extensions 
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cytoplasmiques, au bout desquelles reposeraient des pseudo-plaquettes ou pro-plaquettes en 
forme de perles.306, 307 
 
                         
Figure 2.1: Les trois modèles proposés pour la production de plaquettes à partir des mégacaryocytes. Michelson 
A.D. (2007). Platelets. Second Edition. Burlington : Academic Press. pp. 28.     
 
 Les plaquettes circulent dans le sang sous forme discoïde ayant une dimension de 3 x 0.5 
µm. La demi-vie des plaquettes est d’environ 7 jours et leur élimination s’effectue au niveau du 
foie et de la rate, et parfois même par le système réticulo-endothélial.308 Les plaquettes sont 
dépourvues de noyau et leur contenu cytoplasmique se limite principalement à un nombre 
important de granules spécifiques, ainsi qu’à des organelles cellulaires typiques, telles que des 
mitochondries, des lysosomes et des membranes résiduelles du réticulum endoplasmique.308 La 
structure des plaquettes peut être divisée en trois composantes essentielles soit, la membrane, le 
cytosquelette et les granules de sécrétion.  
 La membrane plasmique des plaquettes est lisse et ne présente que quelques invaginations 
membranaires formant ce qu’on appelle le système caniculaire ouvert (open canicular système). 
Ces invaginations représentent un système de conduit élaboré permettant l’entrée de petites 
molécules à l’intérieur de la cellule. Au cours de l’activation plaquettaire, le système caniculaire 
ouvert sert de conduit membranaire par lequel les granules cytoplasmiques s’y fusionnent et 
déversent leur contenu dans le milieu extracellulaire. Comme pour toute autre cellule, la 
membrane plasmique des plaquettes constitue aussi un lieu d’ancrage pour une variété de 
récepteurs et de molécules d’adhésion essentielles au fonctionnement de la cellule.309  
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 Le cytosquelette plaquettaire est une composante intégrale de la cellule, puisqu’il confère 
aux plaquettes leur forme, leur permet de résister aux forces de cisaillement générées par le débit 
sanguin, permet l’ancrage de différentes glycoprotéines membranaires et représente le siège 
d’une multitude de réactions biochimiques impliquées dans l’activation plaquettaire.310 Le 
cytosquelette des plaquettes est formé de trois couches : le cytosquelette membranaire à base de 
spectrine, le cytosquelette cytoplasmique formé d’un réseau de filament d’actine et d’une couche 
unique de microtubule enroulé sous la membrane plasmique (figure 2.2).311-313 Au cours de 
l’activation plaquettaire, on peut observer une réorganisation du cytosquelette, ce qui engendre 
un changement de forme des plaquettes; d’une forme discoïde à une forme sphérique dotée de 
filopodes.314, 315  
                                
Figure 2.2: Structure du cytosquelette plaquettaire. A) Le cytosquelette cytoplasmique, formé par les filaments 
d’actine, est entouré par une monocouche microtubulaire retrouvée sous la membrane plasmique. B) Structure du 
cytosquelette membranaire à base de spectrine. C) Interaction entre la spectrine du cytosquelette membranaire et les 
filaments d’actine. D) Schématisation du cytosquelette cytoplasmique et membranaire des plaquettes avec leurs 
composantes principales. Michelson A.D. (2007). Platelets. Second Edition. Burlington : Academic Press. pp. 76.     
  
 
  Le cytoplasme des plaquettes est majoritairement occupé par un nombre important de 
granules de sécrétion (voir section 2.3.3 de ce chapitre). Il existe trois types de granules 
plaquettaires; les granules alpha, les granules denses et les lysosomes. Ces granules renferment 
une multitude de substances indispensables au processus de l’activation, de l’adhésion et de 




2.2 Molécules d’adhésion plaquettaire 
Puisque la fonction première des plaquettes est l’hémostase, il n’est pas surprenant que ces 
éléments sanguins soient dotées d’une multitude de récepteurs adhésifs (molécules d’adhésion), 
leur permettant d’adhérer à l’endothélium, à la matrice sous-endothéliale et avec d’autres 
plaquettes afin de former un clou hémostatique. L’analyse des différentes molécules d’adhésion 
plaquettaire a permis une compréhension plus approfondie du rôle et des mécanismes exacts par 
lesquelles les plaquettes participent à l’hémostase physiologique, mais aussi à la thrombose 
pathologique.  
 Les molécules d’adhésion plaquettaire peuvent être classées en quatre grandes catégories : 
les intégrines, les immunoglobulines, les sélectines et les sialomucines. La famille des intégrines 
comprend l’intégrine αIIbβ3 (GPIIb/IIIa), l’intégrine α2β1 (GPIa/IIa), l’intégrine αvβ3 (récepteur de 
la vibronectine), l’intégrine α5β1 (récepteur de la fibronectine) et l’intégrine α6β1 (récepteur de la 
laminine). Parmi les immunoglobulines, on retrouve la glycoprotéine VI (GPVI), les récepteurs 
Fc (FcγRIIA et FcεRI), ICAM-2 et PECAM-1. Parmi la famille des sélectines, seule la P-
sélectine est retrouvée dans les plaquettes. Finalement, le complexe GPIb-IX-V est le seul 
récepteur adhésif faisant partie de la famille des sialomucines. Seules les molécules d’adhésion 
les plus importantes seront discutées dans cette section. 
 
2.2.1 La GPVI 
La GPVI est l’une des plus importantes molécules d’adhésion plaquettaire et constitue, avec 
l’intégrine α2β1, un des deux récepteurs majeurs pour le collagène. La découverte de ce récepteur 
vint à la suite d’études effectuées auprès de patients montrant une absence totale de réactivité 
plaquettaire suite à une stimulation au collagène.316-318 Des analyses auprès du sérum de ces 
patients ont révélé la présence d’anticorps dirigés contre une protéine de poids moléculaire de 60 
kDa, clonée quelques années plus tard comme le récepteur GPVI.319 GPVI est un récepteur 
faisant partie de la famille des immunoglobulines et forme un complexe membranaire avec la 
chaîne Fcγ, cette dernière étant cruciale pour l’activation et la signalisation enclenchée par ce 
récepteur.320, 321 La portion extracellulaire du récepteur comprend deux boucles C2 contenant les 
domaines d’interaction au collagène (Figure 2.3). 
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Figure 2.3: Structure de la GPVI. Michelson A.D. (2007). Platelets. Second Edition. Burlington : Academic Press. 
pp. 124.     
 
Les sites d’interaction exacts avec le collagène n’ont pas encore été clairement identifiés, 
mais il semble que la boucle C2-1 y soit majoritairement impliquée.322, 323 Les deux boucles C2 
reposent sur une structure fortement glycosylée, ce qui permet aux deux domaines de 
reconnaissance de s’étendre loin de la membrane afin d’augmenter l’accessibilité au collagène. 
La région cytoplasmique de GPVI comprend deux domaines à motifs activateurs 
d’immunorécepteurs à base de tyrosine ("Immunoreceptor Tyrosine-based Activatory Motifs", 
ITAM) qui, suite à l’activation du récepteur, se retrouvent phosphorylés par la famille des 
tyrosine kinases Src.324 
 Il est clair que la GPVI constitue un récepteur majeur pour le collagène, mais son 
implication physiologique exacte dans la fonction plaquettaire est encore débattue. Il a été 
démontré que la formation du thrombus plaquettaire, in vivo, est largement dépendante du 
récepteur GPVI.325-327 De plus, il semble que la GPVI soit partiellement impliqué dans l’adhésion  
des plaquettes sur des surfaces de collagène; l’intégrine α2β1 étant l’autre récepteur jouant un rôle 
important dans ce phénomène.326, 328 Cependant, la GPVI occupe une place encore plus 
importante dans le processus de l’agrégation plaquettaire induite par le collagène où elle remplit 
une fonction indispensable.316-318 
 
2.2.2 L’intégrine α2β1  
L’intégrine α2β1 (GPIa/IIa) est le deuxième récepteur pour le collagène et constitue la deuxième 
plus importante intégrine à la surface des plaquettes, après l’intégrine αIIbβ3. On retrouve entre 
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2000 et 4000 copies de cette molécule sur les plaquettes et son rôle principal se limite à 
l’adhésion des plaquettes au collagène de la matrice extracellulaire.329-331 À ce jour, deux sites de 
reconnaissance pour le collagène ont été identifiés sur l’intégrine α2β1, soit le domaine I de la 
sous-unité α2 et le domaine I apparenté de la sous-unité β1.332, 333 Le domaine I de la sous-unité α2 
possède aussi un site de reconnaissance pour des ions magnésium (Mg2+) et cette interaction 
semble être requise pour l’adhésion du collagène au récepteur.334  
 Il est bien établi que l’intégrine α2β1 est essentielle à l’adhésion des plaquettes aux 
surfaces endommagées. Par contre, il semblerait que sous condition de hautes forces de 
cisaillement, l’adhésion plaquettaire dépendrait de l’interaction GPIb/collagène, par 
l’intermédiaire du facteur von Willebrand ("von Willebrand Factor", vWF).335 De plus, même si 
l’agrégation plaquettaire au collagène est fortement dépendante de la GPVI, certaines études 
indiquent que l’intégrine α2β1 participe à l’initiation du processus de l’agrégation plaquettaire.336  
 
2.2.3 La GPIb/IX/V 
La GPIb/IX/V est un récepteur adhésif faisant partie de la famille des sialomucines et représente 
le deuxième plus abondant (environ 60 000 copies) récepteur à la surface des plaquettes, après 
l’intégrine αIIbβ3.337-339 Cette molécule d’adhésion est retrouvée sous forme d’un complexe 
membranaire composé de quatre sous-unités distinctes : deux molécules de GPIbα (CD42b), de 
GPIbβ (CD42c) et de GPIX (CD42a), et une molécule de GPV (CD42d).340 Au niveau 
cytoplasmique, le complexe GPIb/IX/V s’associe avec plusieurs protéines, dont le dimère 14-3-
3ζ, la calmoduline et la filamine A.341-343 La région globulaire de la GPIbα est responsable de la 
presque totalité de la capacité du complexe GPIb/IX/V à interagir avec d’autres protéines. 
Effectivement, cette région peut lier le vWF, la thrombine, l’intégrine αMβ2 (CD11b/CD18) des 
leucocytes, la P-sélectine, les facteurs de coagulation XI et XII, et le facteur kininogène de haut 
poids moléculaire.  
En réponse à des forces de cisaillement élevées, l’adhésion des plaquettes à la matrice 
sous-endothéliale est sous la dépendance de l’interaction du complexe GPIb/IX/V au vWF. Le 
vWF circule dans le sang sous une forme inactive, incapable de lier le complexe GPIb/IX/V. 
Suite à une lésion endothéliale, le vWF se lie au collagène de la matrice sous-endothéliale, pour 
ensuite interagir avec le complexe GPIb/IX/V, ce qui permet l’adhésion (et ensuite l’agrégation) 
des plaquettes. La GPIbα possède aussi un site de haute affinité pour la thrombine et il semblerait 
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que ce complexe soit impliqué dans l’activation plaquettaire à la thrombine.344-346 Cependant, ce 
phénomène est encore débattu, faute de la complexité et du manque de documentation à ce sujet. 
De plus, le complexe GPIb/IX/V semble être impliqué dans l’adhésion des leucocytes aux 
plaquettes déjà adhérées, via l’interaction GPIbα plaquettaire et l’intégrine αMβ2 des 
leucocytes.347 Finalement, il a été démontré que les plaquettes peuvent rouler sur un endothélium 
activé; phénomène qui serait dépendant de l’interaction du GPIbα des plaquettes avec la P-
sélectine de l’endothélium.348 Ce complexe membranaire occupe une place primordiale dans la 
physiologie des plaquettes, de par ses diverses implications dans l’adhésion, l’activation et même 
l’agrégation plaquettaire.   
  
2.2.4 L’intégrine αIIBβ3    
L’intégrine αIIbβ3 (GPIIb/IIIa) est sans doute la glycoprotéine plaquettaire la plus importante. À 
l’état de repos, environ 80 000 copies sont exprimées à la surface membranaire avec des réserves 
importantes retrouvées dans les granules α et le système caniculaire ouvert.349, 350 L’agrégation 
plaquettaire est un phénomène adhésif cellulaire au cours duquel plusieurs plaquettes 
interagissent ensemble afin de former un clou hémostatique. Le contact ferme entre deux 
plaquettes s’effectue par l’intermédiaire d’un pont fibrinogène établi entre deux molécules de 
GPIIb/IIIa. Suite à l’activation plaquettaire, ce récepteur change de conformation, lui permettant 
ainsi de lier le fibrinogène et d’enclencher le processus de l’agrégation. 
 La sous-unité αIIb (GPIIb) est constituée de deux chaînes peptidiques reliées par un pont 
disulfure; une chaîne lourde de 125 kDa comprenant quatre sites de liaison pour des ions 
divalents (Ca2+) et une chaîne légère de 25 kDa incluant le domaine transmembranaire et une 
courte région cytoplasmique de 26 acides aminés (Figure 2.4).349-352 La sous-unité β3 (GPIIIa) de 
l’intégrine αIIbβ3 est principalement composée de trois domaines majeurs, soit un domaine PSI 
(plexines, semaphorines et intégrines), un domaine I apparenté, et un domaine apparenté au 
facteur de croissance épidermique ("Epidermal Growth Factor", EGF).353 Le domaine PSI 
comprend une petite séquence de 90 acides aminés localisée à l’extrémité N-terminale de la sous-
unité (en aval du domaine I apparenté) et sa fonction est encore mal caractérisée.354 Le domaine I 
apparenté de la sous-unité β3 contient deux sites de reconnaissance RGD étant responsable de 
l’interaction des différents ligands avec le récepteur. Ainsi, les ligands connus de la GPIIb/IIIa, 
tels le fibrinogène, le vWF, la fibronectine et la vitronectine, possèdent tous une ou plusieurs 
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séquences RGD (arginine glycine, aspartame) qui sert comme motif de reconnaissance pour le 
récepteur. Finalement, le domaine EGF apparenté de la sous-unité β3 est principalement 
caractérisé par une série de quatre boucles riches en cystéines. Même si cette région n’est pas 
intégrale à la structure du récepteur et ne possède aucun site de reconnaissance connu, une 
perturbation (mutation) au niveau de cette région peut enclencher l’activation du récepteur, ce qui 
suggère que ce domaine possède une activité régulatrice importante au niveau fonctionnel.355-358 
                               
Figure 2.4: Représentation schématique de la structure de l’intégrine αIIbβ3. (Production du Laboratoire du Dr. 
Merhi)  
 
Le cytosquelette plaquettaire occupe une place primordiale dans la structure et l’activation 
de l’intégrine αIIbβ3. Au repos, une bonne partie des molécules de GPIIb/IIIa sont associées au 
cytosquelette membranaire, ce qui permet l’ancrage de la protéine à la membrane plasmique. 
Suite à l’activation plaquettaire, la queue cytoplasmique du récepteur s’associe aux filaments 
d’actine du cytosquelette cytoplasmique.359, 360 Cette interaction aurait pour but d’augmenter la 
résistance des agrégats plaquettaires sous forces de cisaillement élevées, tel qu’observé lors de 
l’agrégation plaquettaire, puis aussi de réguler l’activation du récepteur suite à la liaison du 
fibrinogène.361 Le rôle exact de l’intégrine αIIbβ3 dans l’agrégation, mais aussi dans l’adhésion et 
la signalisation plaquettaire sera discuté plus en détail dans la prochaine section de ce chapitre.    
 
2.2.5 La P-sélectine 
La famille des sélectines est composée de trois molécules d’adhésion, la P-sélectine, la L-
sélectine et la E-sélectine, identifiées en fonction du tissu où elles furent originalement 
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caractérisées. La L-sélectine (CD62L) est la plus petite des sélectines et est exprimée 
constitutivement à la surface des leucocytes; la E-sélectine (CD62E) est retrouvée dans les 
cellules endothéliales et est redistribuée à la surface membranaire suite à l’activation endothéliale 
par un mécanisme de synthèse de novo; puis la P-sélectine (CD62P) est retrouvée dans les 
granules α des plaquettes, mais aussi dans les corps de Weibel-Palade des cellules 
endothéliales.362-364  
 Parmi la famille des sélectines, seule la P-sélectine est retrouvée dans les plaquettes. Suite 
à l’activation plaquettaire, environ 10 000 copies de P-sélectine sont redistribuées des granules 
cytoplasmiques à la membrane cellulaire.365, 366 Cette expression membranaire correspond à une 
densité d’environ 350 molécules/µm, soit 10 fois la densité de P-sélectine au niveau des cellules 
endothéliales.367, 368 Environ 30 minutes suivant l’activation cellulaire, les mécanismes de 
désensibilisation cellulaire s’enclenchent et la teneur membranaire en P-sélectine diminue 
considérablement, soit par un mécanisme d’internalisation membranaire ou par un clivage 
enzymatique.369-373  
 Les sélectines partagent tous une structure membranaire commune. La région 
extracellulaire de la molécule est principalement constituée de trois domaines distincts; soit une 
séquence de taille variable à région consensus répétitive, un domaine structural EGF et un 
domaine lectine à dépendance calcique, responsable de l’adhésion et de la liaison du récepteur à 
ses ligands (Figure 2.5). De plus, chacune des sélectines est composée d’un domaine 
hydrophobique transmembranaire et d’une courte queue cytoplasmique.374 La principale 
différence entre les sélectines réside dans la taille de la région consensus. Par exemple, pour la P-
sélectine, cette région est caractérisée par une séquence de 9 régions répétitives, ce qui lui confère 
le titre de la plus grande des sélectines.   
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Figure 2.5: La famille des sélectines. (Production du Laboratoire du Dr. Merhi) 
 
 Une des fonctions importantes de la P-sélectine est son implication dans les interactions 
adhésives entre les plaquettes et les leucocytes. Il est bien établi, depuis plusieurs années, que les 
leucocytes participent activement aux réactions thrombo-inflammatoires par le biais de leurs 
interactions avec les plaquettes aux sites de lésions thrombotiques. Ce recrutement secondaire 
s’effectue majoritairement par la liaison de la P-sélectine à son ligand de haute affinité, le ligand-
1 glycoprotéique de la P-sélectine ("P-selectin glycoprotein ligand-1", PSGL-1), exprimé 
constitutivement à la surface des leucocytes.374-376 Ce phénomène adhésif est d’une grande 
importance physiologique, mais il occupe aussi un rôle de premier plan dans de nombreuses 
pathologies, telles la resténose, l’athérothrombose, et toutes autres complications thrombo-
inflammatoires.377-381 
 Par ailleurs, la P-sélectine occupe aussi un rôle important dans les interactions 
plaquettes/plaquettes, tel que témoigné par son implication dans la stabilité de l’agrégation 
plaquettaire et la formation du thrombus in vivo. Le ligand de la P-sélectine à la surface des 
plaquettes est encore débattu, mais il semble que les sulfatides membranaires et le complexe 
GPIb/IX/V pourraient constituer des récepteurs cibles.382  
 
2.3 Fonction plaquettaire 
La fonction première des plaquettes est le maintien de l’intégrité des vaisseaux sanguins, soit 
l’hémostase. Suite à un endommagement vasculaire, les plaquettes doivent rapidement former un 
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clou hémostatique afin de corriger toute fuite ou écoulement sanguin pouvant nuire au 
fonctionnement normal du corps humain. Afin d’accomplir cette tâche les plaquettes suivent une 
cascade d’événements bien précise qui consiste essentiellement à l’adhésion, l’activation, la 
sécrétion et l’agrégation plaquettaire.383, 384 Ces mécanismes cellulaires sont principalement régis 
par une série de molécules d’adhésion, soient la GPIb/IX/V, l’intégrine α2β1 (GPIa/IIa), la GPVI 
et l’integrine αIIbβ3 (GPIIb/IIIa) pour l’adhésion et l’activation cellulaire, et l’intégrine αIIbβ3 
(GPIIb/IIIa) pour l’agrégation plaquettaire et la stabilisation du thrombus, par l’entremise de la 
signalisation "outside-in", issue de la liaison du fibrinogène à cette dernière.  
 
2.3.1 Adhésion plaquettaire  
L’adhésion plaquettaire est la première étape de l’hémostase et elle est enclenchée suite à une 
lésion ou un endommagement vasculaire. Sous conditions physiologiques normales, soit lorsque 
la paroi des vaisseaux est intacte, les plaquettes circulent librement dans le sang sans être 
capables d’adhérer. D’ailleurs, la cellule endothéliale exerce un rôle inhibiteur important sur 
l’activité plaquettaire, de par sa capacité à sécréter diverses substances inhibitrices, telles le NO, 
la prostacycline et la NTPDase1 (CD39).385, 386 Suite à une lésion endothéliale, les composantes 
de la matrice extracellulaire, comme le collagène, sont exposées à la lumière du vaisseau et les 
plaquettes peuvent, par la suite, entrer en contact avec ces composantes et adhérer fermement aux 
sites de lésion. Le processus de l’adhésion plaquettaire peut être divisé en deux étapes, soit le 
roulement des plaquettes sur l’endothélium activé et l’adhésion des plaquettes aux surfaces de la 
matrice sous-endothéliale.   
 
Roulement des plaquettes sur l’endothélium activé   
Comme pour les leucocytes au cours de l’inflammation, il a été démontré que les plaquettes 
peuvent rouler sur un endothélium activé; phénomène qui serait totalement dépendant de la P-
sélectine endothéliale.387 Cette étape serait la toute première de l’hémostase et permettrait le 
ralentissement séquentiel des plaquettes en circulation avant leur adhésion sur les surfaces de la 
matrice sous-endothéliale. À la recherche du ligand de la P-sélectine à la surface des plaquettes, 
deux candidats ont été proposés : le ligand de haute affinité de la P-sélectine, le PSGL-1, et le 




Adhésion des plaquettes à la matrice sous-endothéliale  
L’adhésion des plaquettes à la matrice sous-endothéliale est possible grâce à la participation de 
quatre molécules d’adhésion plaquettaire principales; la GPIb/IX/V, l’intégrine α2β1 (GPIa/IIa), la 
GPVI et l’intégrine αIIbβ3. Suite à l’exposition des composantes de la matrice sous-endothéliale, 
les molécules de vWF en circulation dans le sang adhèrent au collagène présent à la surface sous-
endothéliale. Cette adhésion déclenche un changement de conformation au niveau des molécules 
du vWF, les rendant ainsi aptes à lier le complexe GPIb/IX/V plaquettaire, ce qui permet une 
adhésion de faible intensité.389-392 Cette interaction représente un contact plus ou moins ferme 
entre les plaquettes et la matrice, mais demeure absolument essentielle, puisqu’elle permet le 
ralentissement des plaquettes et la liaison subséquente de la GPIa/IIa et du GPVI plaquettaire aux 
fibres de collagène libre de la matrice.393, 394 Ce dernier contact est de nature ferme et assure une 
immobilisation complète des plaquettes sur la surface endommagée. L’intégrine αIIbβ3 participe 
aussi à l’adhésion ferme des plaquettes à la matrice, par l’entremise de son interaction avec le 
fibrinogène et le vWf, tous deux présents au niveau de l’espace sous-endothéliale.  
Malgré que toutes ces molécules d’adhésion occupent une place importante dans 
l’adhésion plaquettaire, les forces de cisaillement vasculaires semblent prédéterminer le degré 
d’importance de chacune de celles-ci. Par exemple, à haute force de cisaillement, tel qu’observé 
dans les artères sténosées, la participation du complexe GPIb/IX/V devient absolument 
essentielle, tandis que celle de la GPIa/IIa et du GPVI demeure importante, mais moins cruciale. 
Par ailleurs, lorsque les forces de cisaillement sont faibles (réseau veineux), ces molécules 
d’adhésion occupent un rôle inversé.335 La figure 2.6 résume les principales étapes de l’adhésion 




                
Figure 2.6 : Adhésion des plaquettes à la matrice sous-endothéliale. En condition basale, l’endothélium sécrète des 
substances qui refoulent l’adhésion des plaquettes à la matrice. Suite à un endommagement vasculaire, les plaquettes 
reconnaissent certaines composantes clés de la matrice-extracellulaire, tels que le collagène, le vWF et le 
fibrinogène, leur permettant ainsi d’adhérer au niveau de la lésion. Voir texte pour les différentes molécules 
d’adhésion impliquées. Conde I.D. et al. Catheterization and Cardiovascular Interventions. 2003; 60:236-246.    
 
2.3.2 Activation plaquettaire  
Les interactions de premier (GPIb/IX/V/vWF) et second (GPIa/IIa et GPVI/collagène, ainsi que 
l’intégrine αIIbβ3/vWF et fibrinogène) contact entre les plaquettes et la matrice sous-endothéliale 
permettent non seulement l’adhésion des plaquettes, mais aussi leur activation. Effectivement, 
suite à leur adhésion aux surfaces endommagées, les plaquettes changent rapidement de forme, 
sécrètent maintes substances facilitant l’arrivée et le recrutement de plaquettes supplémentaires et 
déclenchent l’activation de récepteurs et molécules d’adhésion essentielles à la formation d’un 
agrégat plaquettaire, telle l’intégrine αIIbβ3.395, 396 Le premier signe de l’activation plaquettaire est 
marqué par le changement de forme, soit d’une forme discoïde à une forme sphérique avec la 
présence d’extension membranaire nommée les filopodes (Figure 2.7). Ce changement 
morphologique permet aux plaquettes de s’étaler et de s’étendre sur les surfaces endommagées 
afin de couvrir une meilleure superficie. Le changement de forme plaquettaire est dépendant de la 




        
Figure 2.7 : Images par microscopie électronique à balayage du changement de forme plaquettaire. Gauche : 
Plaquette au repos ; Droite : Plaquette activée. Images tirées du laboratoire du Dr. Merhi.  
 
 
L’activation plaquettaire engendre, par la suite, la sécrétion de substances activatrices 
impliquées dans le recrutement additionnel de plaquettes aux sites de lésion. L’adénosine 
diphosphate ("Adenosine Diphosphate", ADP) et la thrombaxane A2 ("Thromboxane A2", TXA2) 
font, par exemple, partie de substances sécrétées par les plaquettes lors de leur activation (la 
prochaine section de ce chapitre portera sur la sécrétion plaquettaire). Finalement, l’activation des 
molécules d’adhésion plaquettaire, telle l’intégrine αIIbβ3 et la P-sélectine, est aussi un phénomène 
cellulaire clé de l’activation des plaquettes.  
Les différents événements cellulaires observés au cours de l’activation plaquettaire sont 
possibles grâce à une série de cascade de signaux intracellulaires déclenchés suite à la stimulation 
des plaquettes via leurs différents récepteurs membranaires.396 L’intégration des différents 
signaux perçus par les récepteurs membranaires se traduit par la génération de seconds 
messagers. Il existe deux voies principales de signalisation intracellulaire dans les plaquettes, soit 
la voie de signalisation activée par la PLC qui génère le diacylglycérol ("Diacylglycerol", DAG) 
et le Ca2+, et active subséquemment les protéines kinases C ("Protein Kinase C", PKC), et celle 
générée par l’activation de l’adénylate cyclase et des protéines G.  
Les récepteurs à la thrombine (PAR1 et PAR4) et aux médiateurs secondaires, tels que 
l’ADP (récepteurs P2Y1 et P2Y12) et la TXA2 (récepteur TP), sont couplés aux protéines G. 
PAR1, PAR4 et le récepteur TP sont couplés aux protéines Gq et G12/13, tandis que le récepteur 
P2Y1 n’est couplé qu’à Gq. La voie Gq mène à l’activation de la PLCβ, ce qui active 
subséquemment les PKC et libère le Ca2+ intracellulaire. La voie G12/13 favorise l’activation des 
petites protéines de la famille GTPase, telles que RhoA, Rac1 et Cdc42. Ces dernières sont 
spécifiquement impliquées dans le changement de forme plaquettaire.397 
  
58 
Les récepteurs au collagène (GPVI et GPIa/IIa), ainsi que le récepteur au vWF (le 
complexe GPIb/IX/V), sont couplés au récepteur Fc (sauf pour la GPIa/IIa) et aux tyrosines 
kinases Src. Ces récepteurs favorisent aussi l’activation des PKC et la mobilisation du Ca2+ 
intracellulaire, mais plutôt par l’entremise de la voie de la PLCγ2. La liaison du fibrinogène à 
l’intégrine αIIbβ3 active aussi la voie des tyrosines kinases Src et de la PLCγ2, en collaboration 
avec l’association de la taline à la queue cytoplasmique de la sous-unité β3 du récepteur.397 
Bref, l’activation de ces voies signalétiques mène ultimement au changement de forme, à 
la sécrétion et à l’agrégation plaquettaire. La figure 2.8 illustre les principales voies de 
signalisation impliquées dans l’activation des plaquettes.       
                            
Figure 2.8 : Les principales voies signalétiques impliquées dans l’activation plaquettaire. Szabo DV. et al. 
Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2008; 28:403-412.   
 
2.3.3 Sécrétion plaquettaire 
La sécrétion plaquettaire constitue une étape indispensable de l’activation et de la fonction 
plaquettaire. Les granules de sécrétion des plaquettes contiennent des facteurs de croissance, des 
protéines impliquées dans la cascade de coagulation, des molécules d’adhésion, des cytokines 
inflammatoires, des facteurs angiogéniques, et maintes autres substances jouant un rôle 
primordial dans la physiopathologie plaquettaire. Toutes ces molécules sont synthétisées dans les 
mégacaryocytes puis, par la suite, entreposées dans des granules spécialisées. Au cours de 
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l’activation plaquettaire, ces granules font fusion avec la membrane plasmique et déversent leur 
contenu dans le milieu extracellulaire par exocytose.  
 Les plaquettes contiennent trois types de granules spécialisées; les granules alpha, les 
granules denses et les lysosomes. Les granules alpha sont les plus volumineuses et les plus 
nombreuses granules plaquettaires, avec approximativement 80 granules alpha par plaquette.398 
Elles contiennent principalement des facteurs de croissance, des molécules d’adhésion et des 
protéines impliquées dans la coagulation. Les granules denses sont beaucoup moins nombreuses 
que les granules alpha (environ 7 granules par plaquettes), mais contiennent, par contre, des 
substances indispensables à l’activation plaquettaire, telles l’ADP et la sérotonine.399, 400 
Finalement, les lysosomes renferment des enzymes jouant un rôle dans la dégradation et la 
digestion de différentes protéines.401, 402 Le tableau 1.2 résume les principaux constituants des 
trois types de granules plaquettaires.      
 
Tableau 2.1: Principaux constituants des granules plaquettaires 









PDGF, VEGF, EGF 





















Cathepsin D et E 
 
 
La sécrétion des granules plaquettaires est contrôlée par les mécanismes de la signalisation 
intracellulaire. Les plaquettes peuvent être activées par plusieurs agents physiologiques, tels que 
la thrombine, l’ADP, le collagène, la TXA2 et l’épinéphrine. Ces agents interagissent avec leurs 
récepteurs membranaires spécifiques et déclenchent la cascade de signalisation intracellulaire.403 
Bien que la plupart de ces agonistes soient capables d’induire une sécrétion granulaire 
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importante, seule la thrombine apparaît avoir le pouvoir d’induire la sécrétion des lysosomes.404 
Les mécanismes de signalisation de la sécrétion plaquettaire semblent être majoritairement 
dépendants de la voie de la PLC et des seconds messagers du DAG et de l’inositol triphosphate 
("Triphosphate Inositol", IP3). Suite à l’activation plaquettaire, la PLC génère l’IP3 et le DAG, ce 
qui provoque une augmentation intracellulaire en calcium et permet l’activation des PKCs 
respectivement. Les plaquettes contiennent plusieurs isoformes de PKC (α, β1, β11, δ, ζ, η, θ) et il 
semble que chacune de ces isoformes possède un rôle particulier dans l’activation et la sécrétion 
des plaquettes (le deuxième chapitre de ce mémoire sera exclusivement consacré  à l’étude des 
PKCs).405 Les PKCs peuvent, par la suite, phosphoryler un ensemble de protéines intracellulaires 
impliquées dans le transport et la sécrétion des granules plaquettaires.406-409  
 Les mécanismes moléculaires de la sécrétion plaquettaire furent longtemps ignorés et ce 
n’est qu’au cours des quelques dernières années qu’ils furent complètement élucidés. Les 
plaquettes contiennent une machinerie moléculaire pour la sécrétion d’une panoplie de protéines 
et enzymes impliquées dans l’exocytose des granules de sécrétion. Ces protéines comprennent 
principalement le facteur sensible au N-ethylmaleimide ("N-ethylmaleimide sensitive factor", 
NSF), la protéine soluble associée au NSF ("Soluble NSF-Associated Protein", SNAP), les 
récepteurs du SNAP ("SNAP Receptors", SNARE), ainsi que les protéines Sec1 et Rab.408, 410 Au 
repos, les protéines de la famille SNARE forment un complexe membranaire cis visant à inhiber 
l’exocytose des granules. Au cours de l’activation plaquettaire, les protéines SNAP et NSF sont 
activées et elles inhibent le complexe cis-SNARE, ce qui permet l’interaction de Sec1 à la 
syntaxine 4 (les syntaxines appartiennent à la famille des protéines SNARE); interaction qui 
semble être sous la dépendance des PKC. Par la suite, un complexe trans-SNARE se forme au 
niveau de la membrane, ce qui apparaît être essentiel au phénomène de l’exocytose. Finalement, 
suite à l’action des PKC et à l’élévation du calcium intracellulaire, les granules de sécrétion font 
fusion avec la membrane et entraînent l’exocytose.411-413  
 
2.3.4 Agrégation plaquettaire et stabilité de l’agrégat  
L’adhésion, l’activation et la sécrétion mènent ultimement à l’agrégation plaquettaire, la dernière 
phase de l’hémostase primaire. L’étape déterminante de l’agrégation plaquettaire repose sur le 
changement de conformation structurale de l’intégrine αIIbβ3, permettant ainsi sa liaison au 
fibrinogène soluble et la formation d’un agrégat plaquettaire. Au repos, l’intégrine αIIbβ3 
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maintient une très faible activité de liaison pour ces ligands, tel le fibrinogène, ce qui permet aux 
plaquettes de circuler librement dans le sang. Suite à l’exposition des composantes de la matrice 
sous-endothéliale ou en présence d’agonistes plaquettaires solubles, comme la thrombine, 
l’intégrine αIIbβ3 s’active très rapidement et son affinité pour le fibrinogène augmente 
instantanément. Bien entendu, cette activation dépend exclusivement des voies de signalisation 
intracellulaire déclenchées par la stimulation des plaquettes via leurs récepteurs membranaires 
spécifiques. Ce phénomène cellulaire est qualifié de signalisation "intérieure-extérieure" (inside-
out), comparativement à la signalisation "extérieure-intérieure" (outside-in), issue de la liaison du 
fibrinogène au récepteur αIIbβ3.414 La signalisation "inside-out" menant à l’activation de 
l’intégrine αIIbβ3 dépend de la nature de l’agoniste et ainsi du récepteur stimulé. Par exemple, la 
thrombine, via ses récepteurs spécifiques, les PARs, déclenche l’activation des protéines Gq, de 
la PLCβ et des PKC, tandis que la stimulation plaquettaire au collagène active la famille des 
tyrosines kinases (Src et Syk), de la PLCγ et des PKCs (voir section 2.3.2 de ce chapitre).415-417 
Malgré les différences observées dans les mécanismes de signalisation intracellulaire, chacune 
des voies déclenchées par les différents agonistes plaquettaires importants a la capacité d’induire 
le changement de conformation des deux sous-unités de l’intégrine αIIbβ3 et, ainsi, de déclencher 
l’agrégation plaquettaire.  
La stabilité de l’agrégat plaquettaire confère aux plaquettes une force adhésive leur 
permettant de résister aux pressions hémodynamiques de la circulation et demeure essentielle à 
l’irréversibilité de l’agrégat en cours. Cette étape provient principalement de la signalisation 
"outside-in", suite à la liaison du fibrinogène à l’intégrine αIIbβ3.418 En plus d’être essentielle à la 
formation d’un agrégat plaquettaire ferme et stable, cette signalisation favorise la dégranulation 
complète des plaquettes et leur confère une activité procoagulante.419 Des études effectuées à 
l’aide de plaquettes humaines et des cellules CHO transfectées avec le récepteur αIIbβ3 ont révélé 
la présence d’au moins trois voies signalétiques "outside-in" distinctes (Figure 2.9).420, 421  
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Figure 2.9 : Mécanismes de la signalisation plaquettaire "outside-in" de l’intégrine αIIbβ3. Michelson A.D. (2002). 
Platelets. First Edition. Burlington : Academic Press. pp. 106.     
  
La première voie résulte de l’activation de la tyrosine kinase Syk, la deuxième provient de 
l’activation de la pp125FAK et la troisième débute par la phosphorylation des résidus tyrosine de 
la queue cytoplasmique de la chaîne β3. La voie caractérisée par l’activation de Syk et celle de la 
pp125FAK sont toutes deux déclenchées suite à la formation de "clusters" des molécules 
d’αIIbβ3.422, 423 Cependant, la voie de la pp125FAK requiert, en plus, la stimulation plaquettaire à 
l’aide d’agonistes spécifiques, tels que la TxA2 ou l’ADP.423 De plus, l’activation de Syk 
nécessite la queue cytoplasmique des deux sous-unités du récepteur, comparativement à la voie 
signalétique de l’activation de la pp125FAK qui ne requiert que la sous-unité β3.422  
 L’activation de la voie cellulaire dépendante de la tyrosine kinase Syk provoque la 
phosphorylation séquentielle des protéines Cb1, Vav1, Rac et PAK. Cette signalisation est 
impliquée dans la formation de lamellipodes et dans l’étalement plaquettaire.424, 425 Cette cascade 
signalétique permet aussi l’activation de la SLP-76, une molécule adaptatrice multifonctionnelle 
activée par la tyrosine kinase Syk.426 La protéine SLP-76 interagit avec Nck, ce qui permet le 
recrutement de PAK, la protéine effectrice de Rac. Aussi, SLP-76 interagit avec la SLAP-130, 
une autre molécule adaptatrice pour, ensuite, lier la protéine VASP et favoriser la formation de 
lamellipodes plaquettaires.       
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 La deuxième signalisation "outside-in" provient de l’activation de la protéine FAK 
(pp125FAK). Cette voie est peu caractérisée, mais il semblerait que l’activation de FAK lui 
permettrait d’interagir avec la protéine Hic-5, une molécule adaptatrice impliquée dans le 
phénomène d’étalement plaquettaire.420  
 Finalement, la queue cytoplasmique de la sous-unité β3 contient deux motifs NXXY 
servant de séquences qui interagissent avec certaines protéines contenant des domaines de liaison 
phospho-tyrosine. Les résidus Y747 et Y759, compris dans la séquence des motifs NXXY, se 
retrouvent phosphorylés suite à l’agrégation plaquettaire, ce qui génère des sites de liaison pour 
plusieurs molécules signalétiques, comme la Shc230. Les motifs NXXY de la sous-unité β3 
possèdent aussi un site de reconnaissance pour la myosine et cette interaction semble occuper une 
place importante dans la rétraction du caillot sanguin in vitro.427 L’importance physiologique de 
la signalisation "outside-in" de la sous-unité β3 provient d’études chez des souris transgéniques 
où les résidus tyrosine 747 et 759 des motifs NXXY de la sous-unité β3 furent substitués par des 
résidus phénylalanines. Les plaquettes de ces souris semblent être incapables de former des 
agrégats plaquettaires stables et démontrent un temps de saignement prolongé.418 
 En plus de la signalisation "outside-in" de l’intégrine αIIbβ3, le CD40L semble aussi 
occuper un rôle important dans la stabilité de l’agrégat plaquettaire.28 Effectivement, la formation 
du thrombus chez les souris CD40L déficientes est largement instable, telle que témoigné par la 
présence de plusieurs embolies plaquettaires, comparativement aux souris contrôles.  
 
2.4 Rôle des plaquettes dans la pathologie 
Même si la fonction la mieux définie des plaquettes est celle de l’hémostase et de la thrombose 
vasculaire, nous savons aujourd’hui que cette perception ne reflète pas toutes les diverses 
fonctions de ces cellules, puisqu’elles occupent une place fondamentale dans le développement et 
la progression de plusieurs pathologies. Tel que discuté plus haut, les plaquettes possèdent une 
machinerie moléculaire et cellulaire assez sophistiquée pouvant jouer un rôle dans plusieurs 
complications thrombo-inflammatoires, tel que l’athérosclérose et ses syndromes cliniques 
(maladie coronarienne et maladie vasculaire périphérique), le diabète, le cancer, les accidents 
vasculaires cérébraux (AVC), les maladies auto-immunes, les maladies psychiatriques, et autres. 
Dans cette section nous discuterons de la contribution des plaquettes dans certaines de ces 




L’athérosclérose est aujourd’hui perçue comme une maladie inflammatoire chronique. La 
contribution des plaquettes dans la pathogénèse de cette complication fut ignorée pour fort 
longtemps. Grâce aux nouvelles technologies en microscopie intravitale et au développement de 
divers modèles athérosclérotiques chez la souris, il est maintenant clair que les plaquettes 
participent activement à toutes les facettes de l’athérosclérose, soit l’initiation, la progression et la 
stabilité de la plaque.          
 Maintes données expérimentales supportent l’importance des plaquettes dans la 
physiopathologie de l’athérosclérose. Par exemple, dans un modèle athérosclérotique chez le 
lapin, il fut démontré que les plaquettes adhèrent avec prédilection aux sites athérosclérotiques 
avant même que les lésions soient détectables.428 Cette observation fut aussi confirmée chez la 
souris ApoE déficiente,429 ce qui suggère que les plaquettes sont parmi les premières cellules 
vasculaires (sinon les premières) présentes aux sites de lésions. Par ailleurs, l’adhésion des 
plaquettes à la paroi des vaisseaux coïncide avec l’expression de plusieurs gènes inflammatoires 
impliqués dans la pathogénèse de l’athérosclérose.429 L’inhibition spécifique du complexe 
GPIb/IX/V plaquettaire, à l’aide d’anticorps ou suite à une délétion génétique, réduit 
significativement la taille des lésions et le recrutement des leucocytes aux sites en question.430 De 
plus, la présence de plaquettes activées circulantes et d’agrégats plaquettes/leucocytes favorise la 
formation des lésions athérosclérotiques.431 Ce phénomène serait d’ailleurs dépendant de la P-
sélectine plaquettaire, étant donné son importance dans la formation des complexes 
plaquettes/leucocytes et dans le recrutement des leucocytes aux sites thrombo-inflammatoires.  
 Ensemble, ces observations expérimentales démontrent clairement l’importance des 
plaquettes dans l’athérosclérose. Les mécanismes par lesquels les plaquettes contribuent à 
l’initiation et au développement des lésions athérosclérotiques sont résumés dans la figure 
2.10.432 L’adhésion des plaquettes à l’endothélium activé, au tout début de la lésion vasculaire, 
favorise l’initiation et le développement de la plaque de trois différentes façons. Premièrement, 
l’adhésion des plaquettes déclenche une réaction inflammatoire au niveau de l’endothélium, 
caractérisée par la relâche de cytokines (MCP-1 et RANTES), molécules d’adhésion (VCAM-1, 
ICAM-1 et αvβ3) et facteurs de croissance (PDGF, EGF et FGF) impliqués dans la formation de 
la plaque.433-436 Deuxièmement, suite à leur adhésion, les plaquettes sécrètent, à leur tour, 
plusieurs substances inflammatoires pro-athérogéniques (IL-1β, CD40L, P-sélectine, PF4, 
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RANTES, etc) qui, avec les substances relâchées par l’endothélium, mettent en place des 
conditions propices essentielles à l’initiation de la plaque athérosclérotique.432 Finalement, 
l’adhésion des plaquettes à l’endothélium favorise le recrutement, l’activation, la sécrétion et la 
transmigration des leucocytes aux sites athérosclérotiques.437, 438 Effectivement, il fut démontré 
que le recrutement des leucocytes aux sites athérosclérotiques est largement supérieur en 
présence de plaquettes adhérées à l’endothélium qu’en absence de celles-ci.431 Ceci s’explique 
par la grande densité en P-sélectine membranaire retrouvée à la surface des plaquettes activées 
(densité largement supérieure à celle de l’endothélium activé). De plus, ce recrutement est guidé 
par la relâche de plusieurs cytokines plaquettaires (MCP-1 et RANTES) favorisant le 
chimiotactisme des leucocytes aux sites en question.3, 439 Bien évidemment, suite à la rupture de 
la plaque, les plaquettes sont intimement impliquées dans la thrombose vasculaire suite à 
l’exposition des composantes de la matrice extracellulaire (voir section 2.3.3 pour les 
mécanismes de l’agrégation plaquettaire).           
   
 
Figure 2.10 : Rôle des plaquettes dans la formation de la plaque athérosclérotique. Les plaquettes adhèrent au niveau 
de l’endothélium via les interactions GPIbα/P-sélectine ou PSGL-1/P-sélectine. Par la suite les plaquettes adhèrent 
fermement à l’endothélium via l’intégrine αIIbβ3, sécrètent des substances pro-inflammatoires et déclenchent une 
réaction inflammatoire au niveau de l’endothélium. De plus les plaquettes adhérées favorisent le recrutement et la 
transmigration des leucocytes aux sites de lésions. Gawaz M. et al. J Clin Invest. 2005; 115:3378-3384.  
 
 
 La progression de l’athérosclérose est intiment associée au développement des maladies 
coronariennes, tels que l’angine instable, l’infarctus du myocarde aigu et la maladie coronarienne 
stable.440, 441 De plus, les maladies vasculaires périphériques (artérielles et veineuses) sont aussi le 
résultat de complications liées à l’athérosclérose.442 Pour cette raison les plaquettes occupent un 
rôle central dans le développement de ces complications cliniques et la grande majorité de ces 
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syndromes sont traités à l’aide d’agents anti-plaquettaires, tels que l’aspirine (inhibiteur de COX-
1), les inhibiteurs de l’intégrine αIIbβ3 (abciximab), les inhibiteurs de la thrombine (héparine) et 
les inhibiteurs des récepteurs à l’ADP (clopidogrel).      
 
2.4.2 Le cancer 
La première démonstration de la relation étroite qui existe entre les cellules tumorales et les 
plaquettes date des années soixante, au cours desquelles il fut démontré qu’une réduction du 
compte plaquettaire prévient le développement tumorale.443 Depuis ce temps, plusieurs agents 
thrombopéniques (qui cause la thrombopénie ou réduction du compte plaquettaire), inhibiteurs 
plaquettaires et anticoagulants ont été employés afin de traiter l’expansion tumorale. 
L’importance des plaquettes dans le cancer s’explique principalement par les interactions étroites 
entre celles-ci et les cellules tumorales ainsi que par leur implication dans les mécanismes de 
l’angiogénèse.444, 445  
 Plusieurs observations convaincantes supportent la contribution des plaquettes dans le 
développement tumoral. Premièrement, les plaquettes interagissent avec certaines embolies 
tumorales et cette interaction prolonge la survie de ces tumeurs dans la circulation.446-448 
Deuxièmement, l’interaction plaquette/tumeur induit une ischémie endothéliale exposant les 
composantes de la matrice sous-endothéliale aux tumeurs, ce qui facilite leur adhésion et leur 
arrêt.445 Troisièmement, la séquestration des tumeurs par les plaquettes prévient la réponse 
immunitaire anti-tumorale par les cellules T cytotoxiques et les cellules NK.449, 450 
Quatrièmement, les plaquettes sécrètent plusieurs facteurs de croissances (VEGF et autres) 
favorisant l’angiogénèse tumorale.451 Finalement, les plaquettes activées favorisent la génération 
de thrombine à leur surface, ce qui stimule la croissance tumorale et la formation de 
métastases.445  
 Chez les patients souffrants d’un cancer avancé, on dénote l’existence d’une boucle de 
rétroaction positive entre les plaquettes et les cellules tumorales. Les cellules tumorales sont en 
mesure d’activer les plaquettes, ce qui explique la forte présence de plaquettes activées en 
circulation chez ces patients. Les mécanismes par lesquels les cellules tumorales activent les 
plaquettes sont plus ou moins définis, mais il semble que la relâche de thrombine par les tumeurs 
et/ou le contact direct entre ces deux est en mesure d’expliquer ce phénomène.452, 453 Certaines 
cellules tumorales expriment l’intégrine αIIbβ3 et cette dernière serait impliquée dans leur 
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interaction avec les plaquettes (aussi via l’intégrine αIIbβ3 des plaquettes activées, par l’entremise 
d’un pont formé par le fibrinogène, le vWF ou la fibronectine).454, 455 Une fois activées, les 
plaquettes sont à leur tour en mesure de favoriser l’activité des cellules tumorales, principalement 
via les observations discutées plus hauts (relâche de facteurs angiogéniques, évasion au système 
immunitaire, ancrage à la matrice sous-endothéliale et génération de thrombine à la surface des 
plaquettes). Cette boucle de rétroaction positive est à la base des mécanismes 
physiopathologiques impliqués dans l’influence des plaquettes sur les cellules tumorales.  
 La découverte de la contribution des plaquettes dans la physiopathologie du cancer 
soulève un potentiel intéressant face à la possibilité de gérer cette pathologie à l’aide d’agents 
anti-plaquettaires. Les inhibiteurs classiques de la fonction plaquettaire, tels que l’aspirine 
(inhibiteur de COX-1), les inhibiteurs de l’intégrine αIIbβ3 (abciximab), les inhibiteurs de la 
thrombine (héparine) et les inhibiteurs des récepteurs à l’ADP (clopidogrel) demeurent tous des 
cibles potentielles.445         
 
2.4.3 Accident vasculaire cérébral (AVC) 
L’AVC est la deuxième cause de mortalité dans le monde entier.456, 457 Environ 80% des AVCs 
sont dus à une ischémie cérébrale vasculaire, suite à une occlusion artérielle, tandis que 
seulement 20% des AVCs proviennent d’une hémorragie intracérébrale.458, 459 Étant donné que la 
grande majorité des AVCs sont secondaires à une occlusion artérielle, les plaquettes occupent un 
rôle central dans la physiopathologie de cette complication. 
 Plusieurs observations expérimentales et cliniques pointent vers l’importance des 
plaquettes dans la pathogénèse des AVCs. Premièrement, on dénote la présence de plaquettes 
activées et d’agrégats plaquettes/leucocytes au niveau de la zone ischémique des ganglions de la 
base dans un modèle d’ischémie/réperfusion chez le singe.460 Par ailleurs, on retrouve chez les 
patients ayant souffert d’un AVC une activation constitutive de plusieurs plaquettes en 
circulation.461 Effectivement, les niveaux plasmatiques de plusieurs constituants plaquettaires, 
tels que la PF4, la β-TG et la thrombospondine, sont significativement plus élevés chez ces 
patients, comparativement aux patients contrôles.462, 463 De plus, on retrouve une forte 
accumulation et adhésion plaquettaire au niveau des artères qui irriguent le cerveau, telles que les 
carotides.464, 465 D’ailleurs, un tiers des thromboses vasculaires cérébrales proviennent d’une 
embolie d’un agrégat plaquettaire d’origine carotidienne.466 Bien évidemment, l’emploi d’agents 
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anti-plaquettaires, tels que l’aspirine, le clopidogrel et les inhibiteurs de l’intégrine αIIbβ3, 
démontrent des effets bénéfiques dans le traitement et la prévention des AVCs, ce qui supporte 
bel et bien la contribution des plaquettes dans cette complication.461 
 Le développement de nouveaux modèles expérimentaux d’AVC chez l’animal et   
l’emploi de nouvelles méthodes en génétique permettant la manipulation de gènes spécifiques 
chez la souris (délétion, surexpression ou mutation) ont permis d’identifier avec précision les 
différentes molécules plaquettaires impliquées dans cette pathologie. En effet, il semble que 
l’intégrine αIIbβ3, le complexe GPIb/IX/V et la GPVI occupent un rôle bien précis dans le 
développement des AVCs.  
 L’inhibition de l’intégrine αIIbβ3, à l’aide d’anticorps spécifiques ou suite à une délétion 
génétique, prévient le développement d’AVCs expérimentaux chez la souris. Les animaux traités 
démontrent une faible accumulation en plaquettes et en fibrines, ce qui se traduit par une zone 
d’infarctus cérébrale significativement moins élevée, comparativement aux animaux contrôles.467, 
468 Par contre, la plupart de ces animaux se retrouvent avec des troubles de saignements 
importants qui, souvent, mènent à des complications hémorragiques cérébrales sévères. Il semble 
qu’une inhibition de 68% à 78% des récepteurs montre des effets bénéfiques sans toutefois 
induire des troubles de saignements significatifs.469 
 Le complexe GPIb/IX/V semble occuper un rôle crucial dans le développement des 
AVCs. Le blocage du site de liaison du vWF sur la molécule du GPIbα mène à une inhibition 
d’environ 60% de la taille de la zone d’infarctus cérébral chez la souris.470 De plus, l’injection 
des anticorps bloquant une heure suite à l’induction de l’AVC fut démontrée aussi efficace, 
témoignant ainsi de l’importance fondamentale de ce complexe dans cette complication. Malgré 
que les temps de saignements chez ces animaux apparaissent un peu plus long, aucun signe 
d’hémorragie cérébrale ne fut observé,470 ce qui indique que le complexe GPIb/IX/V pourrait 
constituer une cible thérapeutique potentielle dans le traitement des AVCs.    
 Comme pour le complexe GPIb/IX/V, la GPVI semble aussi participer au développement 
des AVCs, tel que démontré dans plusieurs modèles expérimentaux chez la souris.326, 471, 472 De 
plus, les animaux traités à l’aide d’anticorps anti-GPVI ne démontrent aucun signe de 
saignements cérébraux importants.470 Par contre, la déplétion de la GPVI apparaît moins efficace 
que celle de la GPIbα et, pour cette raison, le complexe GPIb/IX/V demeure la cible 
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3.1 L’axe CD40/CD40L plaquettaire 
Tel que discuté dans le premier chapitre, le CD40L, ainsi que le CD40, sont présents au niveau 
des plaquettes. Les plaquettes furent parmi les dernières cellules vasculaires auxquelles la 
présence de cet axe fut caractérisée. Depuis ce temps, nous savons que le complexe 
CD40/CD40L plaquettaire occupe une place importante dans certaines complications thrombo-
inflammatoires. Par exemple, la grande majorité du sCD40L en circulation, auquel il existe une 
corrélation positive entre ses niveaux et l’incidence de plusieurs syndromes cardiovasculaires, est 
d’origine plaquettaire. Dans ce chapitre nous discuterons des quelques informations qui existent 
quant à la structure, aux mécanismes d’activation et au rôle de l’axe CD40/CD40L dans la 
fonction des plaquettes.    
 
3.1.1 Structure et activation du CD40L plaquettaire 
Les plaquettes à l’état de repos sont dépourvues du CD40L à la surface membranaire. Par contre, 
suite à leur activation, tel qu’en présence de thrombine, d’ADP ou de collagène, le CD40L est 
rapidement redistribué du cytosol à la membrane.3 L’activation du CD40L semble coïncider avec 
la sécrétion de plusieurs constituants des granules alpha (PF4, PDGF, TGFβ et TSP), ce qui 
suggère que la molécule est constitutivement localisée au niveau de ces granules dans les 
plaquettes quiescentes.20 Pour cette raison, les mécanismes moléculaires d’activation du CD40L 
sont les mêmes que pour ceux de la relâche des granules alpha (voir section 2.3.3 du deuxième 
chapitre). La structure du CD40L plaquettaire, comme pour celle des autres cellules vasculaires et 
autres, demeure sous forme d’un trimère composé de trois molécules associées par des liens non 
covalents.20 
 Suite à l’activation cellulaire, plus précisément de quelques minutes à une heure, le 
CD40L est clivé de la membrane plasmique, libérant ainsi un fragment extracellulaire trimérique 
de 18- KDa. Le sCD40L garde sa fonctionnalité, étant donné qu’elle demeure en mesure de lier le 
CD40.473 D’ailleurs, 95% du sCD40L plasmatique est d’origine plaquettaire; le 5% restant 
semble provenir des lymphocytes T activés.5 Les mécanismes exacts du clivage du CD40L 
plaquettaire sont encore inconnus, mais il semble que la MMP-2 plaquettaire serait directement 
responsable de ce phénomène.474, 475 L’intégrine αIIbβ3 serait aussi impliquée dans son clivage, 
puisque les antagonistes spécifiques de cette intégrine (abciximab) préviennent la relâche du 
sCD40L en circulation (Figure 3.1).20, 474 Il est intéressant de noter que l’activité enzymatique de 
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la MMP-2 plaquettaire dépend de l’activation de l’intégrine αIIbβ3,476 ce qui explique 
possiblement la coopération entre ces deux molécules dans les mécanismes de clivage du CD40L. 
De plus, la liaison du CD40 d’une plaquette avec le CD40L d’une autre, est nécessaire au clivage 
du CD40L membranaire, puisque le blocage de cette interaction prévient la relâche de la 
molécule dans le milieu extracellulaire.477  
 
                                       
Figure 3.1 : Activation et clivage enzymatique du CD40L suite à l’activation plaquettaire. André P. et al. 
Circulation. 2002; 106:896-899.  
 
 
3.1.2 Structure et activation du CD40 plaquettaire 
Contrairement au CD40L, le CD40 est constitutivement présent au niveau des plaquettes, c’est-à-
dire qu’il est retrouvé à la surface membranaire des plaquettes au repos. Certains investigateurs 
ont rapporté une faible augmentation du CD40 membranaire suite à l’activation des plaquettes. 
Cette augmentation demeure toutefois modeste, surtout en comparaison avec le CD40L.5  
 Tel que mentionné dans le premier chapitre, la structure du CD40 membranaire, 
plaquettaire ou autre, demeure ambigüe. Par contre, il semble y avoir un consensus au niveau de 
la littérature supportant la présence d’un trimère pré-assemblé au niveau de la membrane, 
comparativement à l’hypothèse voulant que la liaison du CD40L déclenche la formation du 
trimère. Ce consensus provient en partie d’une élégante étude démontrant que les récepteurs de la 
famille du TNF, incluant le CD40, se retrouve déjà sous forme d’un trimère pré-assemblé au 




3.2 Rôle de l’axe CD40/CD40L plaquettaire 
La fonction du complexe CD40/CD40L plaquettaire commence tout juste à être exploré, de sorte 
qu’il n’existe que seulement quelques informations à cet égard. Ensemble, les études ayant traité 
de ce sujet ont démontré que le CD40L plaquettaire est en mesure d’induire une réaction 
inflammatoire importante au niveau des cellules endothéliales,3 que le CD40L des plaquettes est 
impliqué dans la stabilisation des agrégats plaquettaires,28 de par son interaction avec l’intégrine 
αIIbβ3 et que la liaison du CD40 plaquettaire favorise l’activation des plaquettes et la relâche de la 
cytokine inflammatoire RANTES ainsi que la génération de ROS.63, 64, 473  
 
3.2.1 Rôle du CD40L plaquettaire dans l’activation de l’endothélium 
La première étude ayant attribué un rôle bien spécifique au complexe CD40/CD40L plaquettaire 
provint du groupe de Heen et al.3 En plus d’être les premiers à avoir démontré la présence de ce 
complexe au niveau des plaquettes, ils soulignèrent aussi l’importance du CD40L des plaquettes 
dans l’activation des cellules endothéliales. Effectivement, la liaison du CD40 au niveau de 
l’endothélium par le CD40L des plaquettes activées, engendre l’augmentation des molécules 
d’adhésion ICAM-1, VCAM-1 et E-sélectine, la relâche des cytokines MCP-1, IL-6, et IL-8, la 
production de certaines MMPs, telle que la MMP-9, et l’expression du facteur tissulaire 
membranaire (Figure 3.2).3 Ces réponses cellulaires seraient d’ailleurs impliquées dans la 
fonction inflammatoire du CD40L lors de l’athérosclérose. Tel que discuté dans la section 2.4.1, 
les plaquettes sont parmi les premières cellules vasculaires aux sites athérosclérotiques et leur 
interaction avec l’endothélium activé représente une étape essentielle au développement de la 
plaque. L’interaction du CD40L des plaquettes avec le CD40 des cellules endothéliales serait en 
principe une étape fondamentale de l’athérosclérose et des réactions inflammatoires.          
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Figure 3.2 : Rôle du CD40L plaquettaire dans l’activation des cellules endothéliales. Lievens D. et al. Thromb 
Haemost. 2009; 102:206-214.   
 
3.2.2 Rôle du CD40L plaquettaire dans la stabilisation du thrombus  
La molécule du CD40L possède un domaine KGD, permettant ainsi son interaction avec 
l’intégrine αIIbβ3 qui possède un domaine de reconnaissance à la séquence KGD.28, 29 Les souris 
déficientes en CD40L possèdent un défaut de thrombose, tel que démontré par une instabilité 
importante des agrégats plaquettaires dans un modèle d’hémostase in vivo.28 Ce défaut de 
thrombose est renversé lorsque les souris en question sont infusées par le sCD40L, ce qui suggère 
que le CD40L, soit membranaire et/ou soluble, est impliqué dans la formation d’agrégats stables 
et irréversibles. De plus, ce mécanisme physiologique serait dépendant de l’interaction du CD40L 
avec l’intégrine αIIbβ3 et non avec le CD40, puisque l’injection d’une forme soluble du CD40L 
mutante, ayant perdu sa capacité de liaison avec l’intégrine αIIbβ3, n’est pas en mesure de corriger 
les défauts hémostatiques présents chez les souris CD40L déficientes, comparativement à la 
forme soluble sauvage.28 Par ailleurs, cette étude démontre aussi que les souris CD40 déficientes 
ne possèdent aucun défaut hémostatique, ce qui confirme que le CD40L favorise la stabilité des 
agrégats plaquettaires via son interaction avec l’intégrine αIIbβ3 et non le CD40. Les mécanismes 
signalétiques par lesquels cette interaction stabilise la thrombose sont encore inconnus, mais il fut 
démontré par la suite, par ce même groupe, que la liaison du sCD40L aux plaquettes activées 
engendre la phosphorylation de la queue cytoplasmique de la chaine β3 de l’intégrine αIIbβ3.29     
 
 
              
  
74 
3.2.3 Rôle du CD40 plaquettaire dans l’activation et la sécrétion des plaquettes  
Tel que discuté plus haut dans ce chapitre, les plaquettes au repos expriment aussi le récepteur de 
haute affinité du CD40L, le CD40. En 2003, il fut démontré pour la première fois que la 
stimulation des plaquettes au repos à l’aide du CD40L engendre certains éléments de l’activation 
plaquettaire, tels que l’activation de la P-sélectine et la formation de complexe 
plaquettes/neutrophiles, ainsi que le changement de forme plaquettaire.473 La formation des 
complexes plaquettes/neutrophiles serait indirectement liée à l’activation de la P-sélectine par le 
CD40L, et non au CD40L lui-même, malgré qu’il fut aussi démontré que le CD40L des 
plaquettes activées est en mesure d’interagir avec le CD40 des neutrophiles.81 Ces réponses 
cellulaires seraient totalement dépendantes de l’interaction du CD40L avec le CD40 des 
plaquettes et non avec l’intégrine αIIbβ3.  
Suite à cette étude, il fut aussi démontré que le sCD40L induit la sécrétion de la cytokine 
inflammatoire RANTES et la génération de ROS, suite à la liaison du CD40 des plaquettes 
quiescentes.63, 64 Ces études soulignent aussi l’implication de la p38 MAPK dans la signalisation 
induite par l’activation du complexe CD40/CD40L. En effet, le blocage de cette kinase semble 
prévenir les effets activateurs du sCD40L sur la fonction plaquettaire. Par contre, la contribution 

















Hypothèse et objectifs 
Le complexe CD40/CD40L occupe une place fondamentale dans une variété de réactions 
inflammatoires, de par son expression ubiquitaire au niveau des cellules du système vasculaire. 
Le blocage de cet axe prévient ou améliore significativement les complications associées à 
plusieurs pathologies importantes, telles que l’athérosclérose, le cancer, le diabète de type I, la 
sclérose en plaques et l’arthrite rhumatoïde dans des modèles expérimentaux. D’ailleurs, le 
sCD40L est aujourd’hui reconnu comme une molécule thrombo-inflammatoire prédictive des 
événements cardiovasculaires, de sorte qu’il existe une corrélation étroite entre ses niveaux 
circulants et l’incidence des ACS. Les plaquettes sont la principale source du sCD40L 
plasmatique, malgré que son impact exact sur la fonction plaquettaire et les mécanismes 
cellulaires et moléculaires sous-jacents demeurent inconnus.  
 
Hypothèse : Les plaquettes jouent un rôle central dans le développement des maladies 
cardiovasculaire et étant donné la corrélation étroite qui existe entre les niveaux circulants du 
sCD40L et l’incidence des ACS, le sCD40L plasmatique pourrait être en mesure d’activer 
prématurément les plaquettes quiescentes en circulation et ainsi contribuer aux complications 
associées à ces syndromes cliniques.      
 
Objectifs : Les objectifs spécifiques de ce projet étaient de : 
1- Évaluer l’impact du sCD40L sur l’activation et l’agrégation plaquettaire in vitro, 
2- Déterminer le récepteur cible (CD40, etc.) sur lequel le sCD40L agit au niveau plaquettaire, 
3- Décortiquer les voies signalétiques moléculaires plaquettaires induites par le sCD40L, 
4- Analyser l’effet in vivo du sCD40L sur la formation du thrombus dans un modèle murin.  
 
Résultats attendus : Ce projet a été conçu sous les prémisses que : 
1- Le sCD40L est en mesure d’activer les plaquettes au repos et d’augmenter significativement la 
fonction plaquettaire.  
2- Les effets du sCD40L sur la fonction plaquettaire sont dépendants du CD40 et de son 
association avec les TRAFs.  
3- L’augmentation des niveaux plasmatiques du sCD40L chez la souris exacerbe la formation du 

















Mise en contexte pour le premier article : 
 
Le CD40L active les plaquettes et augmente l’agrégation plaquettaire par l’entremise d’une 
voie signalétique TRAF-2/Rac1/p38 MAPK CD40-dépendante  
 
L’axe CD40/CD40L est un complexe protéique essentiel à la production d’immunoglobulines 
lors de la réponse immunitaire. Cet axe participe aussi à plusieurs réactions inflammatoires 
importantes, étant donné sa vaste distribution au niveau des cellules du système vasculaire. La 
forme soluble du CD40L retrouvée en circulation, le sCD40L, est aujourd’hui considérée comme 
un marqueur clinique important qui pourra sans doute être employé dans le future comme outil 
diagnostique et préventif dans le traitement des maladies vasculaires.  
   Étant donné que la grande majorité du sCD40L plasmatique provient des plaquettes, 
certains investigateurs ont évalué son impact sur la fonction plaquettaire. Par contre, ses effets sur 
les diverses fonctions des plaquettes, telle que l’agrégation plaquettaire et la formation du 
thrombus in vivo, ainsi que les mécanismes cellulaires et moléculaires sous-jacents demeurent 
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Background-CD40L is a thrombo-inflammatory molecule that predicts cardiovascular events. 
Platelets constitute the major source of soluble CD40L (sCD40L) found in plasma, albeit its 
exact functional impact on platelet function and the underlying molecular mechanisms remain 
undefined. 
Methods and Results-sCD40L strongly enhances activation and aggregation of washed human 
platelets induced by sub-threshold concentrations of agonists. Human platelets treated with a 
mutated form of sCD40L that does not bind CD40 and CD40-/- mouse platelets failed to elicit 
such responses. Furthermore, we found that platelets express multiple members of the Tumor 
Necrosis Factor Receptor Associated Factor (TRAF) family, among which only TRAF-2 
associates with CD40 upon sCD40L stimulation. Noticeably, sCD40L primes resting platelets 
through activation of the small GTPase Rac1 and its downstream target p38 mitogen activating 
protein kinase (MAPK), which leads to platelet shape change and actin polymerization. 
Moreover, CD40-/- mice show impaired platelet aggregation and shape change in response to 
collagen, thus highlighting the importance of CD40 signaling in platelet-platelet interactions.     
Conclusions- These data establish sCD40L as an important platelet primer predisposing platelets 
to enhanced activation and aggregation in response to stimulus. This may explain in part the link 
between levels of circulating sCD40L and the occurrence of cardiovascular diseases.   
 
















Multiple lines of evidence now support a plethora of inflammatory mediators potentially involved 
in the pathogenesis of vascular disease. Among these, the CD40 ligand (CD40L)/CD40 dyad has 
been the focus of much attention and circulating levels of soluble CD40L (sCD40L) are now 
considered as reliable predictors of cardiovascular events.1-4 
CD40L is a 48-kDa trimeric transmembrane protein belonging to the tumor necrosis factor 
(TNF) superfamily originally identified on cells of the immune system.5, 6 Interaction of CD40L 
with its respective receptor on B cells, CD40, a 39-kDa glycoprotein from the TNF receptor 
family, is of critical importance for immunoglobulin isotype switching during the immune 
response.7 Today, we know that these two molecules are also present on cells of the vascular 
system, including endothelial cells, monocytes/macrophages, smooth muscle cells and platelets,8, 
9 and have important implications in inflammatory reactions, through up-regulation of cell 
adhesion molecules and production of pro-inflammatory cytokines, chemokines, growth factors, 
matrix metalloproteinases and procoagulants.8, 10-12 The involvement of the CD40L/CD40 dyad in 
thrombo-inflammation has been highlighted in all pathogenic phases of atherosclerosis, including 
endothelial dysfunction, platelet activation, thrombosis, and neointima formation.13-20 
Platelets are highly specialized blood cells of paramount importance in normal hemostasis 
and thrombo-inflammatory complications. The pioneering work of Heen and collaborators 
showed that both CD40L and its receptor CD40 are found in platelets.8 While CD40 is 
constitutively expressed on platelets, CD40L rapidly appears on the platelet surface following 
activation, upon which it is subsequently cleaved generating a soluble fragment of 18-kDa, 
termed sCD40L, accounting for >95% of its plasmatic concentration.21 Circulating levels of 
sCD40L in patients have now emerged as strong indicators of cardiovascular risk, as there 
appears to be a significant correlation between levels of sCD40L and vascular complications such 
as atherosclerosis and acute coronary syndromes.2-4  
Although the presence of the CD40L/CD40 dyad in platelets is well defined, its exact 
involvement in platelet function remains elusive. Andre and al. have shown that CD40L binds to 
αIIbβ3 and stabilizes arterial thrombi in mice,13 while others have shown that CD40L can induce 
platelet activation and secretion of reactive oxygen species and the chemokine RANTES through 
binding of CD40.14, 17, 22 Nevertheless, the physiological impact and the mechanisms involved in 
CD40L-induced platelet activation are still undefined. Here we show that sCD40L primes and 
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enhances agonist-induced activation and aggregation of human platelets through a CD40-
mediated TNF Receptor Associated Factor (TRAF)-2/Rac1/p38 mitogen activated protein kinase 
(MAPK) dependant pathway, which ultimately leads to platelet shape change and actin 
polymerization. Moreover, we found that CD40-/- mice exhibit impaired platelet aggregation and 
shape change in response to collagen, thus highlighting the importance of CD40 signaling in 
platelet-platelet interactions.   
 
Methods 
This study has been approved by the human and animal ethical committees of the Montreal Heart 
Institute.  All human subjects gave informed consent and were free from drugs interfering with 
platelet function. 
 
Reagents and antibodies 
Recombinant human soluble CD40L (sCD40L) was obtained from R&D systems           
(Minneapolis, MN), while recombinant mouse soluble CD40L (msCD40L) came from Alexis 
Biochemicals (San Diego, CA). Recombinant human mutant sCD40LR/Y (Arginin (R) 203 for 
Alanin and Tyrosin (Y) 145 for Alanin) and its wild type counterpart sCD40LWT were generated 
as previously described.23 Antibodies against TRAF-1, -2, -3, and -6 were all purchased from 
Cell Signaling Technology (Beverly, MA). Anti-CD40 antibody used for immunoprecipitation of 
human CD40 was also from R&D systems, while anti-CD40 antibody used for detection of CD40 
by immunoblotting came from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). Anti-phospho-VASP 
(Ser157), anti-phospho-p38 (Thr180/Tyr182), anti-VASP (total) and anti-p38 (total), as well as the 
antibody against Rac1 were all procured from Cell Signaling Technology (Beverly, MA). 
Antibodies against P-selectin (AK4) and the active form of αIIbβ3 (PAC-1) were obtained from 
BD Biosciences (Mississauga, ON). The specific Rac1 NSC23766 inhibitor, the p38 SB203580 
inhibitor and the actin polymerization Latrunculin B inhibitor were purchased from Calbiochem 
(San Diego, CA). Alexa Fluor 555-phalloidin came from Invitrogen (Carisbad, CA). Protein A 
agarose beads were obtained from Upstate Biotechnology, Inc. (Lake Placid, NY) and p21-
activated kinase-protein binding domain (PAK1-PBD) beads were from Cytoskeleton, Inc 
(Denver, CO). Native type I collagen and adenosine diphosphate (ADP) were from Chronolog 
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Age- and sex-matched wild type (WT) and CD40-/- mice, both on C57BLK/J6 background, were 
purchased from the Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME) and housed under pathogen free 
conditions. Handling and care of animals were in compliance with guidelines established by the 
animal care and ethical committee of the Montreal Heart Institute.      
 
Isolation of human and mouse platelets 
Venous blood was drawn from healthy volunteers, free from medication known to interfere with 
platelet function for at least 10 days before the experiment, in accordance with the guidelines of 
the human ethical committee of the Montreal Heart Institute. Platelet-rich plasma (PRP) was 
obtained by centrifugation of acid citrate dextrose (ratio of 1:5) anticoagulated blood at 200g for 
15 minutes. Platelets were then pelleted from PRP, to which 1 µg/mL of PGE1 was added, 
washed with HBSS-Hank’s sodium citrate buffer (138 mM NaCl, 5 mM KCl, 0.34 mM 
Na2HPO4, 0.4 mM KH2PO4, 4.2 mM Na2HCO3, 5.6 mM Glucose, 10 mM HEPES, 12.9 mM 
sodium citrate, pH 7.4), also containing PGE1 (0.5 µg/mL), and finally resuspended in HBSS-
Hank’s buffer containing 2 mM MgCl2 and 2 mM CaCl2. 
Murine washed platelets were prepared from mice anesthetized with a mixture of 75 mg/kg of 
Ketamine (Vetalar, Belleville, QC) and 0.5 mg/kg of medetomidine (Domitor, Pfizer, Kirkland, 
QC). Blood was drawn by cardiac puncture in 1-cc syringes containing 50 µL of heparin (1000 
iU/mL) and diluted (1:1) with modified Tyrode’s buffer (150 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 12 mM 
NaHCO3, 2 mM MgCl2, 2 mM CaCl2, 1 mg/mL BSA, 1 mg/mL dextrose, pH 7.4), containing 
prostacyclin (0.2 µg/mL). PRP was obtained by centrifugation of blood at 164g for 8 minutes, to 
which prostacylin (0.1 µg/mL) was added, and platelets were pelleted by centrifugation at 1000g 
for 5 minutes. Platelets were finally resuspended in modified Tyrode’s buffer. 
Human and mouse platelets were adjusted to 250 x 106 platelets/mL, unless otherwise 





Flow cytometry analysis of platelet activation 
Translocation of platelet P-selectin and activation of αIIbβ3 were measured by flow cytometry, as 
previously described.24 Platelets were preincubated with sCD40L prior to cell stimulation with 
agonists, fixed with 1% paraformaldehyde, washed and stained with saturating concentrations of 
anti-P-selectin antibody (AK4-PE conjugated) for 30 minutes or its isotype-matched control IgG. 
For measurement of αIIbβ3 activation, PAC-1 antibody (FITC-conjugated) was incubated with 
platelet suspensions prior to activation with sCD40L and agonists. Platelets were analyzed 
(20,000 events) on an Altra flow cytometer (Beckman Coulter, Mississauga, ON) and gated by 
their characteristic forward and side scatter properties.         
 
Measurement of platelet aggregation 
Aggregation of human and mouse washed platelets was monitored on a four-channel optical 
aggregometer (Chronolog Corp., Havertown, PA) under shear (1000 rpm) at 37ºC. sCD40L 
(human, mouse and the mutated R/Y and WT forms) was preincubated with platelet suspensions 
under static conditions at 37ºC, 30 minutes prior to addition of agonists, and traces were recorded 
until stabilization of platelet aggregation was reached.       
 
Immunoprecipatation of CD40  
Platelets (500 x 106/mL) were stimulated as indicated, pelleted, then lysed into ice-cold RIPA 
lysis buffer (1% NP-40, 0.25% deoxycholic acid, 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl pH 7.4, 1 mM 
EDTA, 1 mM PMSF, 1 mM sodium-orthovanadate, 1 mM sodium fluoride, 1 µg/mL aprotinin, 1 
µg/mL leupeptin, and 2 µg/mL benzamidin) for 1 hour at 4ºC. Lysates were sonicated on ice and 
pre-cleared with 100 µL of protein A agarose beads for 15 minutes at 4ºC. Beads were then 
pelleted and the supernatant was incubated with 5 µg/mL of anti-CD40 antibody overnight at 
4ºC. Samples were treated with 100 µL of protein A agarose beads for 1 hour at 4ºC and 
precipitated by centrifugation, washed three time with ice-cold RIPA lysis buffer, resuspended in 
2X Laemmli buffer, and boiled for 5 minutes. Supernatants were analyzed by immunoblot for the 






SDS-PAGE and immunoblotting 
Proteins were resolved in 8% or 12% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 
(SDS-PAGE) gels and transferred to nitrocellulose membranes. The membranes were blocked 
with 5% non-fat dry milk for 1 hour, washed three times with TBS/T (150 mM NaCl, 20 mM 
Tris, pH 7.4, 0.1 % Tween-20) and incubated with appropriate primary antibody overnight at 4ºC. 
Following washing steps, membranes were labeled with horseradish peroxidase-conjugated 
secondary antibody for 1 hour, washed and bound peroxidase activity was detected by enhanced 
chemiluminescence (PerkinElmer Life Sciences, Waltham, MA). Membranes for phospho-VASP 
and phospho-p38 MAPK were stripped and re-blotted for respective total protein detection.  
 
Rac1 activation assay 
Platelets (1 x 109/mL) were treated with sCD40L and reactions were terminated by addition of an 
equi-volume of ice-cold 2X lysis buffer (50 mM HEPES, 300 mM NaCl, 2% Igepal, 20% 
glycerol, 20 mM MgCl2, 50 mM sodium fluoride, 2 mM EDTA, 2 mM sodium orthovanadate, 20 
µg/mL leupeptin, and 20 µg/mL aprotinin). Lysates were then clarified by centrifugation at 
14,000g for 5 minutes at 4ºC and supernatants were treated with 10 µg of PAK1-PBD beads for 1 
hour at 4ºC. Beads were centrifuged and washed three times with ice-cold lysis buffer. They were 
then resuspended in 2X Laemmli sample buffer, boiled for 5 minutes, and supernatants were 
analyzed by immunoblotting for the presence of Rac1.  
GDP and GTPγS were used as negative and positive controls, respectively. Supernatants from 
lysates were treated with either GDP (1 mM) or GTPγS (100 µM) for 15 minutes at room 
temperature, and reactions were terminated by placing samples on ice and adding MgCl2 (60 
mM). Samples were then clarified by centrifugation, incubated with PAK1-PBD beads, and 
treated with the same procedure as described above.        
 
Scanning electron microscopy 
Platelets treated or not with sCD40L were allowed to immobilize on 2% bovine serum albumin 
(BSA)-treated glass coverslips for 30 minutes at 37ºC. Samples were then fixed in 2% 
paraformaldehyde overnight at 4ºC. Dehydration of surfaces was achieved by placing samples in 
ethanol/water followed by amyl acetate/ethanol baths for 15 minutes each, increasing the 
ethanol/water proportion from 30% to 100% and the amyl acetate/ethanol proportion from 25% 
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to 100%. Slides were subsequently coated with gold palladium particles and analyzed on a 
Hitachi S-4700 Field Emission Gun Scanning Electron Microscope (FEG-SEM).       
 
Actin polymerization assay 
Platelets treated or not with sCD40L in the presence or absence of Latrunculin B were allowed to 
immobilize on 2% BSA-treated glass coverslips for 30 minutes at 37ºC. Samples were then fixed 
in 2% paraformaldehyde for 20 minutes at room temperature. Platelets were permeabilized with 
0.05% Triton X-100 in 2% BSA and stained with Alexa555-phalloidin in 1% BSA for F-actin 
detection. Series of fluorescent confocal images (Z stacks) were acquired with a LSM 510 
confocal microscope (Zeiss. Oberkochen, Germany). Alexa555-phalloidin was visualized using a 
543-nm helium-neon laser line and a 63x/1.4 plan-apochromat objective (Zeiss) was used for 
magnification (voxel size is 28 nm X 28 nm X 250 nm (X,Y,Z)). Final images were produced 
using the Zeiss LSM 510 software and saved as LSM files.  
 
Measurement of intracellular calcium flux 
Platelets in HBSS-Hank’s sodium citrate buffer were incubated with 5 μg/ml Fluo-4 AM for 30 
minutes at 37°C. Platelets were then removed from excess Fluo-4 AM by centrifugation and 
resuspended in final HBSS-Hank’s buffer containing 2 mM MgCl2 and 2 mM CaCl2. Platelets 
were then placed onto a FluoroDish and mounted on a LSM 510 confocal microscope (Zeiss. 
Oberkochen, Germany). sCD40L (1 μg/ml) or thrombin (0.1 U/ml) was added to the platelet 
suspension and series of fluorescent confocal images were acquired in real-time at a rate of 30 
images/second (excitation wavelength selected was 488 nm).   
 
Dense granule release 
ATP release was measured by a Lumi-Aggregometer according to the manufacturer’s instructions 
(Chrono-log Corp. Havertwon, PA). Briefly, 25 μl Luciferin-Luciferase (Chrono-Lume) reagent 
was added to a 475 μl platelet suspension 2 minutes before addition of sCD40L (1 μg/ml) or 
thrombin (0.1 U/ml). 
Dense granule release was measured by mepacrine uptake into platelets.25 Platelets in HBSS-
Hank’s sodium citrate buffer were incubated with 5 μM mepacrine (Quinacrine dihydrochloride, 
Sigma-Aldrich) for 30 minutes at 37°C. Platelets were then removed from excess mepacrine by 
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centrifugation and resuspended in final HBSS-Hank’s buffer containing 2 mM MgCl2 and 2 mM 
CaCl2. Secretion of dense body constituents was evaluated by flow cytometry as the fluorescence 
remaining in platelets upon stimulation with sCD40L or thrombin; in comparison to resting 
platelets (excitation wavelength selected was 488 nm).  
 
Statistical analysis 
Results are presented as mean ± SEM of at least 3 independent experiments. Statistical 
comparisons were done using a one-way ANOVA, followed by a Dunnetts-t-test for comparison 
against a single group. Data with p<0.05 were considered statistically significant. 
 
Results 
sCD40L Enhances Platelet Activation and Aggregation through Interaction with CD40 
We first evaluated the functional effects of sCD40L on platelet activation and aggregation, as it 
remains poorly characterized. Incubation of platelets with sCD40L alone had no effect on platelet 
aggregation (Figure 1A, upper panel), but led to a significant and dose-dependent increase of 
platelet aggregation induced by a sub-threshold or priming concentration of collagen, thrombin or 
ADP (Figure 1A), indicating that this is a broad platelet phenomena and not agonist-specific. As 
sCD40L showed a significant impact on platelet aggregation, we sought to determine its effect on 
platelet activation. As expected, sCD40L was unable to trigger activation of αIIbβ3 on resting 
platelets, while it caused a significant increase in P-selectin expression (Figure 1B). However, 
αIIbβ3 activation and P-selectin expression were both significantly enhanced in the presence of 
sub-threshold concentration of collagen, thrombin and ADP.  
Since it has been shown that αIIbβ3, in addition to CD40, can constitute a CD40L receptor on 
the platelet surface,13,26 it was imperative to investigate through which receptor sCD40L acts. In 
order to address this issue, we first generated a mutant recombinant sCD40L (sCD40LR/Y), that 
does not bind CD40 while retaining αIIbβ3 binding (Supplemental Figure 1), and show that this 
molecule failed to enhance platelet aggregation induced by a priming concentration of collagen, 
as compared to its WT counterpart (sCD40LWT) (Figure 1C). Second, contrary to platelets from 
WT mice, platelets from CD40-/- mice were insensitive to mouse sCD40L in response to a sub-
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threshold concentration of collagen (Figure 1D). These data clearly show that sCD40L enhances 
platelet function through interaction with its counter-receptor CD40. 
 
sCD40L Triggers TRAF-2 Association with CD40 
It is well established that the TRAF family is tightly linked to CD40 signaling in immune cells. 
The TRAF family comprises six known members, among which TRAF-1, -2, -3 and -6 have been 
the most studied, although their expression in platelets is yet to be determined. We therefore 
investigated the expression of the major TRAF members and their association with CD40 upon 
sCD40L stimulation. Interestingly, we found that in addition to CD40, platelets express TRAF-1, 
-2, and -6, while traces of TRAF-3 were detected (Figure 2A). Most importantly, only TRAF-2 
associates with CD40 upon stimulation of resting platelets with sCD40L, while none of these 
members were shown to be associated with CD40 at baseline conditions (Figure 2A and 2B). In 
addition, sCD40LWT, but not sCD40LR/Y, caused association of TRAF-2, further supporting the 
contribution of CD40 in response to sCD40L. 
 
sCD40L Induces Platelet Shape Change and Actin Polymerization 
In search of the underlying cellular and molecular events involved in the effects of sCD40L on 
platelet function, we first found that stimulation of resting platelets with sCD40L caused a 
significant morphological shape change characterized by an increase in lamellipodia and 
filopodia formation (Figure 3A).  Second, sCD40L induced actin polymerization, as noted by the 
increase in F-actin staining in treated platelets (Figure 3B). To determine the implication of these 
cytoskeletal and morphological changes in sCD40L-induced potentiation of platelet aggregation, 
we pretreated platelets with latrunculin B, a specific inhibitor of actin polymerization, and found 
that it completely reversed sCD40L’s capacity to increase platelet aggregation (Figure 3C and 
3D). 
 
The Small GTPase Rac1 and p38 MAPK are Required for sCD40L Signaling  
The Rho family GTPase member Rac1 and the vasodilator-stimulated phosphoprotein (VASP) 
represent key signaling components required for cytoskeletal reorganization and shape change in 
platelets. Phosphorylation of VASP, particularly at Ser157, regulates its anticapping activity and 
thereby promotes platelet filopodia formation.27 As shown in Figure 4A, stimulation of resting 
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platelets with sCD40L, but not with sCD40LR/Y, induced phosphorylation of VASP on Ser157 and 
activation of Rac1. In order to assess the implication of the small GTPase Rac1, we employed a 
specific Rac1 inhibitor, NSC23766. Pretreatment of platelets with NSC23766 significantly 
reversed sCD40L’s ability to enhance platelet aggregation (Figure 4B) and P-selectin expression 
(Figure 4C) in resting platelets.  
Activation of p38 MAPK is of significant importance in CD40 signaling and it could 
therefore act as a downstream target of Rac1 in platelets in response to sCD40L. In fact, sCD40L 
induced a time-dependent activation of p38 MAPK and inhibition of Rac1 with NSC23766 
significantly reduced its activation, indicating that p38 MAPK does indeed act as a downstream 
target of Rac1 (Figure 5A). Furthermore, specific blockade of p38 MAPK with SB203580, which 
prevented its phosphorylation (Supplemental Figure 2), impaired sCD40L’s effects on platelet P-
selectin expression (Figure 5B) and aggregation (Figure 5C), thus highlighting its implication in 
these responses. These data establish Rac1 and its downstream effector p38 MAPK as key 
components involved in sCD40L signaling in platelets. 
 
CD40-/- mice show impaired platelet aggregation and shape change  
Given that the effects of sCD40L on platelets are mediated through the CD40 receptor, we 
evaluated next its implication in platelet aggregation in response to collagen, an important 
platelet agonist known to induce rapid expression of membrane CD40L on the platelet surface. 
Interestingly, platelets from CD40-/- mice displayed impaired collagen-induced platelet shape 
change and aggregation, as compared to platelets from WT mice (Figure 6 A and B). Indeed, we 
noted significant differences between these two groups, especially in the presence of collagen 
concentrations of 1, 2 and 5 µg/mL. Platelet shape change and aggregation of CD40-/- mice in 
response to higher collagen concentrations (10 µg/mL) were similar to those of WT mice. These 
data highlight the importance of CD40 signaling in a platelet-platelet interaction setting which is 
know to induce the expression of membrane CD40L, as opposed to exogenous sCD40L. 
 
Discussion 
CD40L has gained much attention over the years for its involvement in the pathogenesis of 
atherosclerosis and numerous clinical studies show a tight association between levels of sCD40L 
and vascular diseases.1-4 The vast majority of sCD40L found in plasma is believed to originate 
  
90 
from activated platelets and this in turn has been shown to influence platelet activation. Here, we 
provide novel insights into the regulation of platelet function by CD40L, as we show that 
sCD40L primes platelets and enhances aggregation through a CD40-mediated TRAF-2/Rac1/p38 
MAPK dependant pathway. This ultimately leads to shape change and actin polymerization. 
Furthermore, we highlight the importance of CD40 signaling in response to platelet-platelet 
interactions. 
To get insights into the cellular and molecular impact of sCD40L on platelet function, it was 
important that we first investigate its effect on platelet aggregation and activation. Soluble 
CD40L was unable to trigger aggregation of resting platelets or to induce activation of the αIIbβ3 
integrin, while it significantly increased the expression of P-selectin, in accordance with previous 
studies.14, 17, 22 This may be attributed to the fact that sCD40L alone does not affect intraplatelet 
calcium influx (Supplemental Figure 3) nor dense granule secretion, as assessed by ATP release 
and mepacrine uptake (Supplemental Figure 4), which are necessary for integrin activation and 
platelet aggregation. However, we found that sCD40L strongly enhanced platelet aggregation, P-
selectin expression and αIIbβ3 activation in response to sub-threshold concentrations of platelet 
agonists, indicating that it rather acts as a broad and potent primer of platelets, such as matrix 
metalloproteinase-2, plasma protein growth arrest-specific 6 and stromal derived factor-1α.28-30 
Moreover, this priming phenomenon holds true for B cell proliferation, as sCD40L requires co-
stimulation with interleukin-4 for immunoglobulin E secretion.31,32 Taken together, this would 
indicate that CD40L acts as an accessory, but important, element in platelet function. 
One important aspect of controversy regards the identification of the platelet receptor for 
sCD40L. In our study, we showed by molecular and genetic approaches that sCD40L enhances 
platelet function by interacting with CD40. These results are in agreement with previously 
published data showing that sCD40L can induce platelet activation and secretion of reactive 
oxygen species and the chemokine RANTES through binding to CD40.14, 17, 22 In addition to 
CD40, its constitutively expressed receptor on platelets, it has been reported that sCD40L binds 
to αIIbβ3.13,26 However, this occurs in the presence of 40 µg/mL of rsCD40L on preactivated 
platelets (αIIbβ3 already in its active form), which is 40 times higher than the concentration used 
in the present study. This may suggest that CD40 and αIIbβ3 constitute the high and low affinity 
receptors for sCD40L, respectively. However, further studies are necessary to specifically 
address this issue. Thus, it appears that increased levels of circulating sCD40L, as seen in ACS 
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patients, primes platelets via CD40, while its interaction with αIIbβ3 at the site of vascular injury, 
where higher levels of sCD40L may be generated, stabilizes platelet aggregates. 
 CD40 signaling in immune and endothelial cells requires its association to TRAF proteins. 
To our knowledge, the expression of TRAF members in platelets and their association with 
platelet CD40 following sCD40L stimulation, are still unknown. Here, we found that only TRAF-
2 associates with CD40 upon ligation, indicating that it may be responsible for sCD40L/CD40-
induced signaling in platelets. Although present in platelets, neither TRAF-1 nor TRAF-6 
associated with CD40, indicating that they may rather play a role in TNF signaling. Even though 
CD40 contains binding sites for both TRAF-2 and TRAF-6, binding of either one is sufficient to 
induce activation of NF-κB in B cells.33 This would also hold true for platelets, as binding of 
TRAF-2 alone appears sufficient to trigger downstream signaling.  
In platelets, Rac1 and VASP govern shape change, cytoskeletal reorganization and spreading, 
through lamellipodia and filopodia formation, respectively. VASP is typically phosphorylated on 
two main residues, Ser239 and Ser157. Platelet inhibitors induce phosphorylation of both residues, 
while agonists that cause platelet activation trigger phosphorylation of VASP on Ser157, thereby 
promoting anticapping activity and favoring actin polymerization and filopodia formation.34,35 
Our finding that sCD40L promotes phosphorylation of VASP on Ser157 provides evidence for its 
role as an inducer of shape change in platelets. As further support for the role of sCD40L in these 
processes, we highlight its capacity to induce activation of the small GTPase Rac1. Rac1 
activation in response to sCD40L showed to be of physiological importance, given that its 
specific inhibition significantly reduced sCD40L’s ability to potentiate platelet aggregation and 
P-selectin expression. Interestingly, in accordance with our results, it has been recently shown 
that in endothelial and WEHI 231 B cells, CD40 signaling-induced reactive oxygen species 
generation requires activation of Rac1.19,36 Moreover, in immune cells, CD40L is classically 
known to induce activation of MAPKs, such as p38. Here, we were able to confirm that sCD40L 
induces activation of p38 MAPK in resting platelets, 17, 22 and further highlight its involvement in 
platelet activation and aggregation as a downstream effector of Rac1 in response to sCD40L. 
Consistent with its role in sCD40L-induced platelet shape change and priming, p38 MAPK has 
been shown to be an important regulator of actin polymerization and platelet spreading.37 
Having shown the importance of CD40 signaling in response to sCD40L, we sought to 
investigate the implication of CD40 signaling in a platelet-platelet interaction setting know to 
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induce expression of membrane CD40L. Platelet agonists such as collagen have been shown to 
induce rapid expression of membrane CD40L on the platelet surface, which would therefore be 
available for CD40 binding. Because sCD40L acts as an important primer through its ability to 
induce platelet shape change, it was not surprising that CD40-/- mice showed impaired platelet 
shape change and aggregation in response to collagen. This would strongly suggest that, as is 
sCD40L, membrane CD40L is also capable of inducing CD40-mediated intracellular signaling 
pathways, which favor platelet shape change and actin polymerization. Collagen induces platelet 
activation through two main receptors, GPIa/IIa and GPVI. Recently, a study by Pula and Poole 
reported that an intact cytoskeleton and cdc42 are essential for GPIa/IIa-induced, but not GPVI-
induced, platelet aggregation.38 Therefore, this could suggest that the CD40L/CD40 interaction is 
required for GPIa/IIa-induced platelet aggregation, while being accessory for GPVI-induced 
platelet aggregation, possibly explaining why platelets from CD40-/- mice show impaired shape 
change and aggregation only in response to low collagen concentrations.    
In summary, we identify a new TRAF-2/Rac1/p38 MAPK signaling pathway involved in 
platelet priming in response to sCD40L. This study provides novel evidence for the regulation of 
platelet function by sCD40L and may explain in part the link between levels of circulating 
sCD40L and the occurrence of cardiovascular complications. The CD40L/CD40 axis may 
ultimately represent a therapeutic target in the treatment of thrombo-inflammatory diseases. 
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Figure 1. sCD40L enhances platelet activation and aggregation through interaction with 
CD40. A, Dose dependent effect of sCD40L on platelet aggregation. Platelets were preincubated 
with the indicated concentration of sCD40L for 30 minutes at 37ºC and aggregation was induced 
by a priming dose of collagen (0.25 µg/mL). Upper aggregation traces show the effect of sCD40L 
alone (1 µg/mL). Histogram represents the mean of data of platelet aggregation in response to 
sCD40L alone (no agonist) or in the presence of a priming (low) dose of collagen (0.25 µg/mL), 
thrombin (0.02 U/mL) or ADP (5 µM). High doses of agonists (collagen 5 µg/mL, thrombin 0.5 
U/mL, or ADP 20 µM) were employed as positive controls (n=5; *P< 0.05 vs. low dose). B, 
Effect of sCD40L on P-selectin (CD62P) expression and αIIbβ3 activation, as assessed by flow 
cytometry. Left plots represent resting platelets (- collagen: gray for baseline, black for sCD40L). 
Right plots represent platelets in the presence of a priming concentration of collagen (+ collagen: 
gray for priming dose of collagen, black for priming dose + sCD40L, and white for high dose 
collagen alone, as positive control). Histograms represent the mean of data of plots for CD62P 
expression and αIIbβ3 activation in response to sCD40L alone (no agonist) or in the presence of a 
priming (low) dose of collagen (1 µg/mL), thrombin (0.02 U/mL) or ADP (5 µM). High doses of 
agonists (collagen 5 µg/mL, thrombin 0.5 U/mL or ADP 20 µM) were employed as positive 
controls (n=5; †P< 0.05 vs. baseline and *P< 0.05 vs. low dose). C, Effect of recombinant mutant 
sCD40LR/Y and sCD40LWT on human platelet aggregation. Platelets were incubated with 1 µg/mL 
of sCD40LR/Y or sCD40LWT for 30 minutes at 37ºC and aggregation was induced by a priming 
dose of collagen (0.25 µg/mL). sCD40L was employed as a positive control. D, Effect of 
msCD40L on WT and CD40-/- mouse platelet aggregation. Platelets were incubated with 
msCD40L (1 µg/mL) for 30 minutes at 37ºC and aggregation was induced by a priming 
concentration of collagen (1 µg/mL). Data in parentheses shown in C and D represent the mean ± 
SEM of n=4. 
 
Figure 2. sCD40L induces TRAF-2 association with CD40. A, Representative blots of lysates 
from resting (baseline) or sCD40L (1 µg/mL) stimulated platelets, immunoprecipitated using an 
anti-CD40 monoclonal antibody and analyzed by SDS-PAGE for TRAF-1, -2, -3, and -6. B, 
Histogram represents the mean of data of blots in A, expressed as arbitrary units of optical 
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density (n=5; *P< 0.05 vs. baseline). C, CD40 was immunoprecipitated from lysates of resting 
(baseline), or 1 µg/mL of sCD40LR/Y or sCD40LWT stimulated platelets. Immunoprecipitates 
were then analyzed by SDS-PAGE for TRAF-2. Blot shown is representative of 4 independent 
experiments. 
 
Figure 3. sCD40L induces platelet shape change and actin polymerization. A, Scanning 
electron micrographs of resting (baseline), sCD40L, sCD40LWT and sCD40LR/Y (all at 1 µg/mL) 
stimulated platelets at low (top: 2,500X) and high (bottom: 30,000X) magnifications. Images are 
representative of 4 independents experiments. B, Actin polymerization in resting (baseline) and 
in sCD40L (1 µg/mL) treated platelets, with or without 10 µM latrunculin B (Lat), as assessed by 
confocal microscopy. Images are representative of 3 independent experiments. C, Platelets were 
preincubated with latrunculin B (10 µM) or vehicle DMSO for 15 minutes at 37ºC. Cells were 
then left unstimulated (control) or incubated with sCD40L (1 µg/mL) and aggregation was 
triggered by a priming dose of collagen (0.25 µg/mL). D, Represents the mean of data of traces in 
C (n=3; *P< 0.05).  
 
Figure 4. The Rho-GTPase Rac1 is required for sCD40L signaling. A, VASP 
phosphorylation and Rac1 activation were detected from platelets left untreated (baseline) or 
incubated with sCD40L (1 µg/mL) for the indicated time. Control experiments were performed in 
parallel with 1 µg/mL of sCD40LR/Y and sCD40LWT after 30 minutes stimulation. Blots are 
representative of 4 independent experiments. B, Effect of Rac1 inhibition on sCD40L-induced 
potentiation of platelet aggregation. Platelets were preincubated with the Rac1 inhibitor 
NSC23766 (50 µM) or vehicle DMSO for 15 minutes at 37 ºC. Cells were then left unstimulated 
(control) or incubated with sCD40L (1 µg/mL). Aggregation was then monitor in the presence of 
a priming dose of collagen (0.25 µg/mL).  Histogram represents the mean of data of aggregation 
traces (n=4; *P<0.05 vs. sCD40L). C, Platelets were left untreated (baseline) or incubated with 
sCD40L (1 µg/mL) with or without NSC23766 (50 µM) and assessed by flow cytometry for 
CD62P expression. Histogram shows the mean data of overlay plot (n=3; *P< 0.05 vs. sCD40L). 
 
Figure 5. The p38 MAPK is an important Rac1 downstream target in response to sCD40L. 
A, Platelets were left untreated (time 0) or stimulated with sCD40L (1 µg/mL), with or without 
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NSC23766 (50 µM), for the indicated time and assessed for p38 MAPK phosphorylation by 
SDS-PAGE. Results are expressed as fold increase in optical density (O.D.) over time 0 (n=4; 
*P<0.05). B, Platelets were left unstimulated (baseline) or incubated with sCD40L (1 µg/mL), 
with or without the p38 MAPK inhibitor SB203580 (5 µM) and assessed for CD62P by flow 
cytometry. Histogram represents the mean of data of overlay plot (n=5; *P<0.05 vs. sCD40L). C, 
Platelets were preincubated with SB203580 (5 µM) or vehicle DMSO for 15 minutes at 37ºC. 
Cells were then left unstimulated (control) or incubated with sCD40L (1 µg/mL), and aggregation 
was then induced by a priming dose of collagen (0.25 µg/mL). Histogram represents the mean of 
data of aggregation traces (n=4; *P<0.05 vs. sCD40L). 
 
Figure 6. CD40-/- mice show impaired platelet aggregation and shape change. A, 
Representative platelet aggregation traces from wild type (WT) and CD40-/- mice in response to 
1, 2, 5 and 10 µg/mL collagen. B, Histograms represent mean of data of collagen-induced (1, 2, 5 
and 10 µg/mL) platelet shape change from wild type (WT) and CD40-/- mice. Both maximal 
shape change (%) and slope of shape change were measured by optical aggregometry, as 
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Supplemental Figure 1: Effect of sCD40L on platelet dense granule secretion. A, ATP secretion as 
measured by Luciferase assay (Chrono-Lume, Chrono-log). Results are expressed as a measure of increase 
in luminescence. Blot is representative of 3 independent experiments. B, Dense granule secretion was 
evaluated by measuring the loss of mepacrine fluorescence following activation by sCD40L (1 µg/mL) or 





























Supplemental Figure 2: Effect of sCD40L on high dose collagen. Washed platelets were incubated 
with sCD40L (1 µg/mL) or left untreated for 30 minutes at 37°C,then stimulated with collagen 
(aggregation: 2 µg/mL; flow cytometry: 5 µg/mL), and assessed by optical aggregometry and flow 
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sCD40L WT sCD40L R/Y 
Supplemental Figure 3: Specific binding of CD40 ligand to CD40- or !IIb"3-coated well plates. 
Plates were coated with 4 µg of soluble hCD40 or !IIb"3 overnight at room temperature. After extensive 
washing, plates were blocked with 1% BSA, then recombinant soluble hsCD40L wild type (WT) or hsCD40L 
R/Y was added overnight at a concentration of 100 ng/mL. A polyclonal anti-hCD40L-biotinylated antibody 
was used followed by addition of striptavidin-HRP. The signal was detected by addition of TMB substrate. 



























































Supplemental Figure 4: Effect of sCD40L on intracellular calcium  flux. Intracellular calcium was 
measured by Fluo-4 AM fluorescence by real-time confocal microscopy following stimulation of platelets with 
either sCD40L (1 µg/mL) or thrombin (0.5 U/mL), as described in materials and methods. Tracings are 
representative of 3 independent experiments.  
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Supplemental Figure 5: Effect of SB203580 (0.1 µM -10 µM) on sCD40L-induced p38 MAPK activation. 
Resting platelets were preincubated with the indicated concentration of SB203580 for 15 minutes at 37ºC or 
left untreated, and then stimulated with sCD40L (1 µg/mL). Total platelet lysates were analyzed by SDS-
PAGE for phospho-p38 MAPK. Blot shown is representative of 3 independent experiments. 
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Mise en contexte pour le deuxième article : 
 
L’augmentation des niveaux circulants du CD40L soluble exacerbe la formation du 
thrombus par l’entremise du CD40  
 
Dans notre première étude, nous avons démontré que le sCD40L augmente l’activation et 
l’agrégation plaquettaire in vitro, par l’entremise d’une voie signalétique TRAF-2/Rac1/p38 
MAPK CD40-dépendante.  
 Tel que mentionné auparavant, il existe une corrélation étroite entre les niveaux circulants 
du sCD40L et l’incidence des ACS, tels que l’angine instable et l’infarctus du myocarde. 
Cependant, il n’est toujours pas clair si l’augmentation de ces niveaux chez les patients 
coronariens est la conséquence d’une augmentation prématuré de l’activation plaquettaire ou si 
cette augmentation est la cause du développement de ces syndromes (ou même une combinaison 
des deux). À ce jour, aucune étude n’a évalué l’impact direct de l’augmentation des niveaux du 
sCD40L circulant sur la formation du thrombus in vivo.   
 Cette étude fut donc entreprise pour évaluer l’impact physiologique du sCD40L sur la 
fonction plaquettaire, en particulier l’agrégation plaquettaire en sang complet, l’adhésion 
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Background-CD40L is an inflammatory molecule that predicts cardiovascular events. We have 
previously shown that sCD40L enhances agonist-induced platelet activation and aggregation 
through a CD40-dependant TRAF-2/Rac1/p38 MAPK signaling pathway. However, the 
physiological impact of enhanced levels of circulating sCD40L on thrombus formation has yet to 
be investigated.  
Methods and Results-sCD40L dose-dependently enhances whole blood platelet aggregation and 
accelerates platelet function analyzer (PFA)-100 closure times in a CD40-dependant fashion. 
Preincubation of whole blood with sCD40L significantly increases platelet adhesion and 
deposition to collagen in an ex-vivo perfusion system under flow. Moreover, in a ferric chloride-
induced murine arterial thrombosis model, infusion of sCD40L exacerbates thrombus formation 
in wild type (WT), but not in CD40-/- mice. This was further associated with increased leukocyte 
infiltration within the thrombus mass of WT mice treated with sCD40L, as determined by CD45 
immunostaining and optical quantification of histological sections post-thrombosis.  
Conclusions- These data show for the first time a direct positive correlation between levels of 
circulating sCD40L and platelet adhesion and thrombosis. Thus, sCD40L is an important platelet 
primer predisposing platelets to enhanced thrombus formation in response to vascular injury. 
This may explain the link between circulating levels of sCD40L and the occurrence of 
cardiovascular disease.         
 


















CD40L is a 48-kDa trimeric transmembrane protein belonging to the tumor necrosis factor (TNF) 
superfamily originally identified on cells of the immune system, such as T lymphocytes.1,2 The 
interaction of CD40L with its respective receptor on B cells, CD40, is of critical importance for 
immunoglobulin isotype switching during the immune response, as demonstrated by the 
pathophysiological manifestations seen in patient suffering from the X-linked hyper-
immunoglobulin-M syndrome.3 The implication of the CD40/CD40L axis is however not 
restricted to adaptive immunity, as it is also broadly expressed by cells of the vasculature and 
regulates numerous inflammatory reactions. The CD40/CD40L dyad has mainly been shown to 
play a predominant role in the pathogenesis of atherosclerosis,4,5 primary through its involvement 
in the up-regulation of cell adhesion molecules, pro-inflammatory cytokines, growth factors, 
matrix metalloproteinases and procoagulants.6-9 
 The vast majority of soluble CD40L (sCD40L) found in plasma is believed to originate 
from an enzymatic cleavage of the membrane-bound form of the protein at the surface of 
activated platelets.10 The soluble form of CD40L remains a functional trimer, as it has been 
shown to bind CD40 and αIIbβ3 and induce cellular responses on various cells, such as endothelial 
cells and platelets.6,11,12 Circulating levels of sCD40L have now emerged as strong indicators of 
cardiovascular risk, as there appears to be a significant correlation between levels of the molecule 
and the occurrence of acute coronary syndromes (ACS).13,14  
 We have previously shown that sCD40L enhances platelet activation and aggregation 
through a CD40-mediated TNF Receptor Associated Factor (TRAF)-2/Rac1/p38 mitogen 
activated protein kinase (MAPK) signaling pathway.15 Andre and al. have shown that CD40L-/- 
mice exhibit unstable thrombi and that this deficiency can be overcome by infusing mice with 
sCD40L.11 Nevertheless, the effect of constitutively enhanced levels of circulating sCD40L on 
platelet function in vivo, in particular thrombus formation, remains undetermined. Platelets are 
major contributors to the development and the progression of complications associated with ACS 
and the demonstration of a direct link between the two could provide significant insights into 
both the pathophysiology and the management of cardiovascular diseases. Here, we show that 
elevated levels of sCD40L exacerbate whole blood platelet aggregation, platelet function 
analyzer (PFA)-100 closure times, platelet adhesion to collagen under flow, thrombus formation 




This study has been approved by the human and animal ethical committees of the Montreal Heart 
Institute. All human subjects gave informed consent and were free from drugs interfering with 
platelet function for at least 10 days prior to experiments.  
 
Human and mouse soluble CD40L  
Recombinant human soluble CD40L (sCD40L) was obtained from R&D systems           
(Minneapolis, MN), while recombinant mouse soluble CD40L (msCD40L) came from Alexis 
Biochemicals (San Diego, CA). Recombinant human mutant sCD40LR/Y (Arginin (R) 203 for 
Alanin and Tyrosin (Y) 145 for Alanin) and its wild type counterpart sCD40LWT were generated 
as previously described.15  
 
Animals 
Age- and sex-matched wild type (WT) and CD40-/- mice, both on C57BLK/J6 background, were 
purchased from the Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME) and housed under pathogen free 
conditions. Handling and care of animals were in compliance with guidelines established by the 
animal care and ethical committee of the Montreal Heart Institute.      
 
Whole blood platelet aggregation 
Human venous blood was drawn in buffered sodium citrate vacutainers (BD Biosciences, 
Mississauga, ON) and aggregation was monitored on a 4-channel whole blood aggregometer 
(Chronolog Corp, Havertown, PA) under shear (1000 rpm) at 37ºC, according to the 
manufacturer’s instructions. Briefly, whole blood was preincubated with sCD40L (all forms) 
under static conditions at 37ºC for 30 minutes, diluted 1:1 with saline solution and aggregation 
was triggered by addition of a priming dose of collagen (0.25 µg/mL, Chronolog Corp). Traces 
were recorded until stabilization of platelet aggregation was reached and results are expressed as 
the change in electrical impedance (ohms).  
 
Closure time measurements  
Human whole blood was drawn in buffered sodium citrate vacutainers (BD Biosciences) and 
preincubated with sCD40L (sCD40LR/Y and sCD40LWT) for 30 minutes at 37ºC. Closure time 
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measurements (in seconds) were then assessed with the platelet function analyzer (PFA)-100 
system (Siemens, Marburg, germany) with the use of collagen/epinephrine cartridges (Siemens), 
according to the manufacture’s instructions. 
 
Platelet adhesion 
Platelet adhesion to collagen under flow was assessed in an ex-vivo perfusion system, as 
previously described.16 Briefly, 2 ml of sodium citrate anticoagulated human whole blood was 
preincubated with sCD40L for 30 minutes at 37ºC and labelled with 10 µg/mL Rhodamine 6G 
(Sigma-Aldrich) for 15 minutes at 37°C. Stained samples were then perfused simultaneously in 
glass capillaries (0.2 x 2.0 mm I.D., Fiber Optic Center Inc., Bedford, MA), pre-coated overnight 
at 4°C with 100 µg/mL of fibrillar equine type 1 collagen (Chronolog), at a shear rate of 300 s-1 
using a KD scientific syringe pump (Fisher Scientific, Ottawa, ON). After a washing step, 
platelet deposition images were captured using a digital Camera (Scion Corp., Frederick, MD) 
connected to a Nikon Diaphot 200 epifluorescence microscope (Plan 10x 0.25, Mississauga, ON). 
The percentage of platelet-covered surface, which is representative of platelet adhesion, was then 
quantified by morphometric analysis using the ImageJ software (NIH, Betheseda, MD). 
 
Thrombosis model 
The effect of sCD40L on thrombus formation was determined in a FeCl3 mouse carotid injury 
model, as previously described.16,17 Briefly, anesthetized C57BL6 WT and CD40-/- mice were 
injected with sCD40L (0.25 mg/Kg) through the jugular vein, 5 minutes prior to FeCl3 (4%) 
injury of the right carotid artery, and blood flow and time to thrombotic occlusion (blood flow of 
0 mL/minute) were measured with the aid of a miniature ultrasound flow probe (0.5 VB 552, 
Transonic Systems Ithaca, NY) interfaced with a flow meter (T206, Transonic Systems) and a 
computer-based data acquisition program (Iox 2.2.17.19, Emka, Falls Church, VA).  
 
Histology and Immunostaining   
Following in vivo thrombosis measurements in mice, injured and contralateral non-injured carotid 
arteries were excised, fixed in 10% buffered formalin and analyzed by hematoxylin and eosin 
staining, or CD45 immunostaining for leukocytes infiltration within the thrombus mass, as 
previously described.16 Briefly, sections were embedded in paraffin, sectioned at 6 microns, and 
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stained with hematoxylin and eosin, or an anti-CD45 antibody (Santa Cruz, Santa Cruz, CA). 
Samples were visualized using an Olympus BX60 microscope (Olympus imaging America Inc, 
Center Valley, PA) and images were captured with a Retiga 2000R camera (QImaging 
Corporation, Surrey, BC) and visualized through the Image Pro Plus 6.2 software (Media 
Cybernetics, Bethesda, MD). 
 
Measurement of mouse plasmatic sCD40L 
Blood was collected by cardiac puncture 5 minutes following infusion of sCD40L (prior to 
thrombosis) into the jugular vein of mice. Whole blood was immediately centrifuged at 14,000 g 
for 5 minutes and mouse plasmatic sCD40L was measured by ELISA (Bender MedSystems, San 
Diego, CA), according to the manufacturer’s instructions.    
 
Statistical analysis 
Results are presented as mean ± SEM of at least 3 independent experiments. Statistical 
comparisons were done using a one-way ANOVA, followed by a Dunnetts-t-test for comparison 
against a single group. Data with p<0.05 were considered statistically significant. 
 
Results 
sCD40L enhances whole blood platelet aggregation and accelerates PFA-100 closure times  
We have previously shown that sCD40L enhances agonist-induced washed platelet aggregation 
through CD40 binding.15 Because whole blood aggregation represents a more physiological 
approach to evaluate platelet function, given the presence of leucocytes and coagulation factors, it 
was important to first assess the impact on sCD40L in this setting. As expected, sCD40L alone 
was unable to trigger whole blood platelet aggregation, while its significantly and dose-
dependently enhanced aggregation in the presence of a priming dose of collagen (0.25 µg/mL) 
(Figure 1A). Moreover, incubation of whole blood with sCD40LR/Y, which is mutated to 
specifically lack binding to CD40, failed to elicit such responses, while its recombinant 
counterpart sCD40LWT showed similar effects to those of sCD40L (Figure 1B & 1C). PFA-100 
closure times have also been widely employed as a useful tool to measure primary hemostasis. As 
shown in Figure 1D, preincubation of whole blood with sCD40L, but not sCD40LR/Y, significantly 
accelerates closure times to collagen/epinephrine, indicative of platelet priming or pre-activation 
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prior to onset of platelet adhesion and aggregation under shear. These data show that sCD40L 
enhance in vitro platelet function in a CD40-dependant manner.  
    
sCD40L enhances platelet adhesion to collagen under flow 
Platelet adhesion to collagen was then assessed in an ex-vivo perfusion system under flow (shear 
rate of 300 s-1), as it represents a fundamental aspect of platelet function and thrombus formation. 
Figure 2 shows that perfusion of whole blood to glass capillaries coated with a priming 
concentration of collagen (100 µg/mL) resulted in a modest adhesion and deposition of platelets to 
the surface (15% surface coverage), which was further reduced by the αIIbβ3 integrin antagonist 
Abciximab (6% surface coverage). In contrast, pre-incubation of whole blood with sCD40L prior 
to perfusion significantly enhanced platelet adhesion to collagen to 45% surface coverage. In order 
to confirm CD40 specificity, Figure 2 also shows that platelet adhesion to collagen was unaffected 
by sCD40LR/Y (14% surface coverage).  
 
sCD40L exacerbates thrombus formation in vivo  
To date, no direct correlation between circulating levels of sCD40L and thrombosis has been 
established, and this could be of important clinical and pathophysiological relevance. In order to 
explore this aspect, we injected sCD40L (0.25 mg/kg or approximately 5 µg/mouse) into WT and 
CD40-/- mice prior to vascular injury, thereby enhancing plasma levels to 47.5 ± 3.7 ng/mL (n=4), 
and assessed thrombus formation. Infusion of sCD40L into WT mice significantly exacerbated 
thrombus formation, in comparison to vehicle-treated mice, in which occlusion was only partial 
(Figure 3; thrombosis data, and Figure 4; histology). Indeed, the times required to achieve 20%, 
40% and 80% occlusion were significantly shorter in sCD40L-treated mice, in comparison to 
vehicle-treated mice, where 40% and 80% occlusion where never achieved (Figure 3B). 
Interestingly, CD40-/- mice were protected from increased levels of circulating sCD40L, as no 
significant differences in thrombosis between treated and non-treated groups where observed 
(Figure 3 and 4), confirming the in vivo contribution of the CD40 receptor in sCD40L-induced 
exacerbation of thrombus formation. These results establish a direct in vivo correlation between 
circulating levels of sCD40L and arterial thrombosis, while highlighting the requirement of the 




sCD40L enhances leukocyte infiltration within the thrombus mass 
Since we have previously shown that sCD40L induces surface expression of P-selectin on 
platelets,15 and due to its involvement in platelet/leukocyte interactions, we sought to determine 
the extent of leukocyte infiltration within the thrombus mass of animals, a well-established aspect 
of hemostasis known to potentiate thrombus formation.18 Leukocyte infiltration, as measured by 
CD45 immunostaining (Figure 5A) and optical quantification of histological sections post-
thrombosis (Figure 6B), was significantly increased in mice that received sCD40L, averaging 
approximately 14 leukocytes/thrombus section, in comparison to approximately 3 
leukocytes/thrombus section in control mice. Moreover, infusion of sCD40L into CD40-/- mice 
unaltered the extent of leukocyte infiltration within the thrombus mass of these animals, further 
supporting the importance of CD40 in this process.   
 
Discussion 
The CD40/CD40L dyad is a critical regulator of adaptive immunity and has also gained much 
attention over the years for its involvement in the pathogenesis of atherosclerosis.19 We have 
previously shown that sCD40L enhances agonist-induced platelet activation and aggregation 
through a CD40-dependant TRAF-2/Rac1/p38 MAPK signaling pathway.15 Enhanced levels of 
circulating sCD40L are associated with increased cardiovascular risk, albeit a direct correlation 
between plasmatic concentrations of the molecule and in vivo thrombus formation has not been 
demonstrated. Here we provide strong evidence that elevated levels of sCD40L exacerbate whole 
blood platelet aggregation, PFA-100 closure times and platelet adhesion to collagen under flow, 
as well as thrombus formation and leukocyte infiltration, in a CD40-dependant manner.     
 Whole blood aggregation is a useful and physiological approach to evaluate platelet 
function,20 given the interplay that takes place between platelets, leukocytes and the coagulation 
factors during hemostasis,21 all of which present in whole blood. When employed as a sole 
agonist, sCD40L was unable to induce whole blood platelet aggregation, in accordance with our 
previously published results showing that sCD40L primes platelet without inducing activation of 
αIIbβ3.15 However, sCD40L significantly enhanced whole blood platelet aggregation in the 
presence of a priming dose of collagen or ADP (data not shown), indicating that sCD40L can 
also influence platelet function in whole blood. To further confirm the impact of sCD40L on 
platelet function in whole blood, we were also able to show that it significantly accelerates PFA-
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100 closure times, which is a measurement of all three phases of primary hemostasis; platelet 
adhesion, activation and aggregation.22 
 Platelet adhesion represents the first step of hemostasis and is an essential element of 
thrombus formation.23 Upon contact with components of the sub-endothelial matrix, such as 
collagen, platelets rapidly change shape and form filopodia and lamellipodia, which facilitates 
their spreading and adhesion.24 Because we have previously shown that CD40 signaling leads to 
shape change in platelets,15 we sought to evaluate the impact of sCD40L on platelet adhesion to 
collagen in an ex-vivo perfusion system under flow. Not surprisingly, we found that pre-
incubation of whole blood with sCD40L enhances platelet adhesion and deposition to collagen, 
most likely though pre-activation and priming of platelets having already changed shape prior to 
perfusion. Platelet adhesion and thrombus formation are tightly linked, and these results could 
partly explain the increase in thrombosis seen in mice that were infused with sCD40L prior to 
vascular injury. Enhanced platelet activation, priming, adhesion and thrombus formation may all 
concomitantly explain the link between level of circulating sCD40L in patients and the 
occurrence of ACS.                 
Whether enhanced levels of sCD40L seen in patients with ACS are a consequence of 
increased platelet activation or a predetermining cause of these complications (or perhaps both) is 
still unknown. Here, we provide novel evidence demonstrating a direct correlation between 
enhanced levels of sCD40L and thrombosis. Mice that received sCD40L prior to vascular injury 
showed increased thrombus formation, indicating that they were predisposed to thrombotic 
stimulus. Our study adds new insights to a previous work showing that CD40L-/- mice develop 
unstable thrombi and that this deficiency can be overcome by infusion of 1.6 mg/kg sCD40L in a 
αIIbβ3-dependent manner.11 Here, a different approach was employed, as we increased circulating 
levels of sCD40L in mice to approximately 50 ng/mL (0.25 mg/kg), in order to mimic conditions 
similar to those seen in patients with ACS. In this experimental setting, sCD40L was shown to 
exacerbate thrombosis in WT but not in CD40-/- mice, indicating that enhanced levels of sCD40L 
prime resting platelets in a CD40-dependent-manner, predisposing them to enhanced thrombus 
formation. Since CD40-/- mice do not show a defect in thrombus formation, it is likely that CD40 
is not essential for platelet hemostasis in the absence of significant levels of sCD40L, but rather 
has a pathological importance in atherothrombosis in the presence of elevated levels of 
circulating sCD40L, as seen in patients with ACS.  
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Given that sCD40L induces platelet P-selectin expression, which is involved in 
platelet/leukocyte interactions and stabilization of thrombus mass,25,26 we measured the extent of 
leukocyte infiltration within the thrombus. We found significantly more leukocytes within the 
thrombus of sCD40L-treated mice, presumably accounting for the increase in thrombus 
formation seen in these animals, in addition to enhanced platelet predisposition to activation and 
aggregation in response to vascular injury.  
Elevated levels of sCD40L are associated with increased cardiovascular risk, as seen in 
patients with ACS, such as unstable angina27 and acute myocardial infarction.14 However, the 
relative importance of the soluble form versus the membrane-bound form in thrombus formation 
is still unknown. It is likely that both forms are involved in primary hemostasis, while under 
pathological conditions, the soluble form may play a more predominant role by favoring platelet 
priming and exacerbating thrombosis. Nevertheless, the involvement of CD40L in atherogenesis, 
thrombus formation, platelet-mediated inflammation, and plaque destabilization makes it a 
potential therapeutic target in atherothrombosis. Accordingly, it would be pertinent for future 
clinical studies to evaluate the degree of platelet priming in ACS patients, perhaps through 
specific sCD40L-induced cellular events, such as platelet TRAF-2 association with CD40. 
Hence, a direct clinical link between sCD40L and platelet function could be established for 
pharmacological targeting.  
In summary, this study highlights the relevance of sCD40L in a pathophysiological setting of 
platelet function and thrombus formation. Indeed, enhanced levels of sCD40L exacerbate platelet 
adhesion, aggregation and thrombus formation and leukocyte infiltration in response to vascular 
injury, in a CD40-dependant manner. These data provides novel evidence for the regulation of 
platelet function by sCD40L and may explain in part the link between levels of circulating 
sCD40L and the occurrence of cardiovascular complications. The CD40L/CD40 axis may 
ultimately represent a therapeutic target in the treatment of thrombo-inflammatory diseases. 
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Figure 1. sCD40L enhances whole blood platelet aggregation and accelerates PFA-100 
closure times. A, Dose dependent effect of sCD40L on whole blood platelet aggregation. Blood 
was preincubated with the indicated concentration of sCD40L for 30 minutes at 37ºC and 
aggregation was induced by a priming dose of collagen (0.25 µg/mL). B, Effect of recombinant 
mutant sCD40LR/Y and sCD40LWT on whole blood platelet aggregation. Blood was preincubated 
with 5 µg/mL of sCD40LR/Y or sCD40LWT for 30 minutes at 37ºC and aggregation was induced by 
a priming dose of collagen (0.25 µg/mL). C, Histogram represents the mean of data of whole 
blood platelet aggregation in response to sCD40L (0.1-5 µg/mL), sCD40LWT (5 µg/mL) and 
sCD40LR/Y in the presence of a 0.25 µg/mL collagen (control; collagen alone) (n=4; *P< 0.05 vs. 
control). D, Impact of sCD40L on PFA-100 closure times. Sodium citrate anticoagulated blood 
was left untreated (control) or preincubated with sCD40L (5 µg/mL) or sCD40LR/Y (5 µg/mL) for 
30 minutes at 37ºC and closure times were measured in the presence of collagen/epinephrine 
cartridges, according to the manufacturer’ instructions (n=4; *P< 0.05 vs. control).    
 
Figure 2. sCD40L enhances platelet adhesion to collagen under flow. A, Representative 
fluorescent photomicrographs of platelet adhesion in whole blood on collagen-coated surfaces in 
the presence of sCD40L. Whole blood was left untreated (control) or preincubated with sCD40L 
(5 µg/mL) or sCD40LR/Y (5 µg/mL) for 30 minutes at 37ºC. Samples were then perfused 
simultaneously in glass capillaries coated with a priming concentration of collagen (100 µg/mL) 
at a shear rate of 300s-1. Image acquisition was performed using a digital Camera (Scion Corp.) 
connected to a Nikon Diaphot 200 epifluorescence microscope (Plan 10x 0.25). The percentage 
of platelet-covered surface was then quantified by morphometric analysis using the ImageJ 
software (NIH). B, Histogram represents the mean data of platelet adhesion presented as the 
percentage of capillary surface covered with platelets (n=3; *P< 0.05 vs. control).   
 
Figure 3. sCD40L exacerbates thrombus formation in vivo. Impact of enhanced levels of 
circulating sCD40L on thrombus formation in mice. A, WT and CD40-/- mice were infused with 
sCD40L (0.25 mg/kg) or vehicle (control) prior to FeCl3-induced injury of the right carotid artery 
and thrombus formation was monitored by residual blood flow measurements. Traces are 
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representative of 6 mice/group (*P< 0.05 vs. control). B, Mean of data of the time (in seconds) 
required to achieve 20%, 40% and 80% occlusion for all 4 groups (n=6; *P< 0.05 vs. WT). WT, 
CD40-/- and CD40-/- + sCD40L groups did not achieve 40% and 80% occlusion of the arteries (> 
900 seconds).   
 
Figure 4. Representative histological transverse sections of FeCl3-injured mouse carotid 
arteries. Following thrombosis measurements, arteries were excised, fixed in 10% buffered 
formalin, stained with hematoxylin & eosin (A) or verhoeff (B) and visualized using an Olympus 
BX60 microscope (optical magnification, 20X). Images were captured with a Retiga 2000R 
camera and visualized through the Image Pro Plus 6.2 software. Sections shown are 
representative of 6 independent experiments.   
 
Figure 5. sCD40L enhances leukocyte infiltration within the thrombus mass. A, 
Representative histological transverse sections of FeCl3-injured mouse carotid arteries 
immunostained with an anti-CD45 antibody (magnification 40X). Positive cells were mainly 
detectable in sCD40L-treated WT mice (arrows), indicative of leukocyte incorporation within the 
thrombus mass. B, Histogram shows quantitative measurements of leukocytes/thrombus section 
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 Le complexe CD40/CD40L fut, pour longtemps, considéré comme un régulateur crucial 
de l’immunité acquise. Aujourd’hui, suite à la découverte de l’expression quasi ubiquitaire de cet 
axe au niveau des cellules du système vasculaire, nous savons que le complexe CD40/CD40L 
occupe une place centrale dans une variété de réactions inflammatoires. En effet, sa contribution 
dans toutes les facettes de l’athérosclérose, une maladie inflammatoire chronique, ainsi que la 
relation étroite qui existe entre le sCD40L et l’incidence des ACS, soutiennent fortement 
l’implication de cet axe en tant que joueur prédéterminant de l’inflammation, outre son 
implication critique dans la production d’immunoglobulines lors de la réponse immunitaire. 
Conséquemment, certaines études ont tenté de déterminer l’impact du sCD40L sur la fonction des 
plaquettes, de par leur importance cruciale dans le développement et la progression des maladies 
cardiovasculaires. Néanmoins, l’effet exact du sCD40L sur la fonction plaquettaire in vitro et la 
thrombose vasculaire in vivo, ainsi que les mécanismes moléculaires sous-jacents, demeuraient 
largement inexplorés, d’où l’objectif de ce projet. 
Les principaux résultats de ces études révèlent que le sCD40L augmente l’activation et 
l’agrégation plaquettaire par l’entremise d’une voie signalétique TRAF-2/Rac1/p38 MAPK 
CD40-dépendante. Par ailleurs, nous démontrons en plus que l’augmentation des niveaux 
circulants du sCD40L exacerbe l’agrégation plaquettaire en sang complet, les temps de 
thrombose in vitro mesurés à l’aide du système PFA-100, l’adhésion plaquettaire au collagène 
sous flux, la formation du thrombus in vivo et l’infiltration leucocytaires au sein de la masse du 
thrombus, le tout par l’entremise du CD40.   
 L’agrégation est la fonction principale des plaquettes et nous avons donc évalué dans un 
premier temps l’impact du sCD40L sur cet aspect important de la physiologie plaquettaire. Le 
sCD40L n’est pas en mesure de déclencher l’agrégation plaquettaire à lui seul, ni d’induire 
l’activation de l’intégrine αIIbβ3, comme le font les agonistes plaquettaires puissants, tels que le 
collagène et la thrombine. Cette observation s’explique fort probablement par le fait que le 
sCD40L n’induit pas la relâche du calcium intracellulaire ni la sécrétion des granules denses, 
deux éléments essentiels à l’activation des intégrines et à l’agrégation plaquettaire. Par contre, 
nous avons découvert que le sCD40L accentue fortement l’agrégation plaquettaire en présence de 
faibles doses d’agonistes et déclenche la translocation de la P-sélectine à la surface membranaire 
des plaquettes au repos. Ceci suggère que le sCD40L agit plutôt comme agent déclencheur 
(‘primer’) qui prédispose les plaquettes à une réponse cellulaire exagérée en réponse à 
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quelconque agoniste subséquent. En plus du sCD40L, il existe d’autres molécules ‘stimulatrices’ 
de la fonction plaquettaire, telles que la MMP-2, Gas-6 et le SDF-1α.478-480 Comme pour le 
sCD40L, ces molécules amplifient la réaction plaquettaire sans toutefois occuper une fonction de 
premier plan au niveau de l’hémostase primaire. Par contre, il est intéressant de noter que ces 
molécules occupent plutôt un rôle important en conditions pathologiques, ce qui fait d’elles des 
candidates de premier choix dans le traitement des complications thrombo-inflammatoires.481 De 
plus, ce phénomène de déclenchement (‘primer’) cellulaire semble consistant au niveau des 
différentes cellules qui expriment le CD40/CD40L, puisque la production d’immunoglobulines 
par les lymphocytes B requiert la présence de l’IL-4, en plus du CD40L.33, 34 Bref, ces éléments 
suggèrent que le CD40L agit comme élément accessoire important à la fonction plaquettaire.   
 Il existe à ce jour un élément de controverse quant au récepteur cible du CD40L à la 
surface des plaquettes. Les résultats de notre étude démontrent clairement, tant par approche 
moléculaire que génétique, que le CD40 constitue le récepteur principal par lequel le CD40L 
amplifie la fonction plaquettaire. Ces données sont en accord avec quelques études précédentes 
qui démontrent que le CD40L favorise l’activation plaquettaire et la relâche de la cytokine 
RANTES et la génération de radicaux libres par l’entremise du CD40,63, 64, 473 son récepteur 
constitutivement présent à la surface des plaquettes. Toutefois, il fut aussi démontré que 
l’intégrine αIIbβ3 est en mesure d’interagir avec le CD40L.28, 29 Par contre, ceci s’effectue en 
présence de 40 µg/mL de sCD40L sur les plaquettes préalablement activées (l’intégrine αIIbβ3 
ainsi dans sa conformation active), ce qui représente une concentration 40 fois supérieure à celle 
employée dans nos études. Ceci suggère possiblement que le CD40 et l’intégrine αIIbβ3 
constituent les récepteurs de haute et faible affinité pour le sCD40L, respectivement. D’autres 
études à ce sujet seront toutefois nécessaires afin de faire la lumière sur ce point. Pour l’instant, 
nous pouvons émettre l’hypothèse que l’augmentation des niveaux plasmatiques du sCD40L, tel 
qu’observée chez les patients coronariens, stimule les plaquettes via le CD40 (l’intégrine αIIbβ3 
n’étant pas dans sa conformation active au niveau des plaquettes quiescentes en circulation), 
tandis que les niveaux de sCD40L générés au sein du thrombus suite à l’activation des plaquettes 
stabilisent l’agrégation plaquettaire par l’entremise de l’intégrine αIIbβ3. Ceci n’exclue toutefois 
pas la possibilité que le CD40 participe aussi à la fonction plaquettaire au sein du thrombus. Le 
CD40L membranaire, généré rapidement suite à l’activation plaquettaire, pourrait certes interagir 
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avec le CD40 d’une autre plaquette, ce qui faciliterait le changement de forme plaquettaire et son 
adhésion à la matrice, telle que démontré dans nos études.  
 Dans les cellules lymphocytaires, la signalisation intracellulaire induite par le CD40 
débute par l’association des TRAFs à la queue cytoplasmique du récepteur. À notre connaissance, 
nous sommes les premiers à avoir évalué l’expression des membres des TRAFs dans les 
plaquettes et leur association au CD40 suite à la stimulation par le CD40L. Puisque seulement 
TRAF-2 s’associe avec le CD40 en réponse au sCD40L, il s’avère fort probable que ce membre 
soit ultimement responsable des événements signalétiques déclenchés en aval dans les plaquettes. 
Étant donné que les plaquettes contiennent aussi le TRAF-1 et le TRAF-6, ces derniers pourraient 
d’un autre côté jouer un rôle dans la signalisation induite par le récepteur TNF. Même si le CD40 
possède un domaine de liaison pour le TRAF-2 et pour le TRAF-6, la liaison d’un ou l’autre 
semble suffisant afin d’induire l’activation de la NF-κB dans les cellules B.96 Ceci s’avère aussi 
le cas pour les plaquettes, puisque seule la liaison de TRAF-2 semble être suffisante afin de 
déclencher une signalisation intracellulaire. Par ailleurs, il fut démontré que le TRAF-3 régule 
négativement la signalisation induite par le CD40 et occupe un rôle dans l’activation de la 
protéine LMP-1,109, 482 ce qui explique probablement sa faible expression dans les plaquettes.  
 À la recherche des mécanismes moléculaires sous-jacents impliqués dans les effets pro-
agrégants du sCD40L, nous avons initialement posé l’hypothèse que le sCD40L induit la relâche 
de cytokines inflammatoires plaquettaires responsables de l’augmentation de l’agrégation 
plaquettaire en réponse à de faibles doses d’agonistes. Étant donné que la MMP-2 et le SDF-1α 
ont été identifiés comme molécules stimulatrices capables d’amplifier la fonction plaquettaire,479, 
480 nous avons mesuré par ELISA la relâche de ces cytokines suite à la stimulation des plaquettes 
au repos par le sCD40L. Étant donné que nous n’avons détecté aucune sécrétion significative de 
ces cytokines en réponse au sCD40L (données non publiées), ces molécules ne peuvent expliquer 
les effets du sCD40L sur la fonction des plaquettes. Les observations sur la morphologie 
plaquettaire obtenues par microscopie électronique à balayage révèlent que le sCD40L agit 
directement sur les plaquettes par l’entremise d’un signal cellulaire qui déclenche le changement 
de forme et la formation de filopodes et lamellipodes membranaires.       
Au niveau des plaquettes, les protéines Rac1 et VASP régulent le changement de forme, 
le réarrangement du cytosquelette et l’étalement cellulaire, principalement par l’entremise de la 
formation des lamellipodes et filopodes membranaires, respectivement. VASP est typiquement 
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phosphorylée sur deux principaux résidus, la Ser239 et la Ser157. Les inhibiteurs plaquettaires, tels 
que la prostacycline et le NO, favorisent la phosphorylation des deux résidus, ce qui inhibe la 
polymérisation de l’actine et le réarrangement du cytosquelette.483, 484 Au contraire, les agonistes 
de l’activation plaquettaire, tels que la thrombine et le collagène, déclenchent seulement la 
phosphorylation du résidu Ser157, ce qui favorise la polymérisation de l’actine et le changement 
de forme plaquettaire.483-485 La démonstration que le sCD40L induit la phosphorylation de VASP 
sur le résidu Ser157 démontre l’importance du sCD40L comme régulateur du changement de 
forme dans les plaquettes. Cette constatation est en plus soutenue par le fait que le sCD40L 
déclenche aussi l’activation de la petite GTPase Rac1, une protéine essentielle à la formation des 
lamellipodes dans les plaquettes. Afin de confirmer la contribution de Rac1 dans la signalisation 
induite par le CD40, nous avons démontré que l’inhibition spécifique de cette protéine renverse 
significativement les effets amplificateurs du sCD40L sur l’activation et l’agrégation plaquettaire. 
Puisque l’inhibition de Rac1 ne fut en mesure de complètement renverser ces effets, il est 
probable que VASP soit responsable des effets résiduels toujours observés en présence du 
blocage de Rac1. Plus d’études à ce sujet seront nécessaires afin de clarifier cette hypothèse. 
Conformément avec nos études, il fut récemment démontré que la stimulation du CD40 dans les 
cellules endothéliales et dans la lignée lymphocytaire B WEHI favorise la génération de radicaux 
libres par l’entremise de Rac1.486, 487 
 Dans les cellules immunitaires, l’activation des MAPKs, telle que la p38, constitue une 
voie signalétique fondamentale en réponse au sCD40L.84 Tel semble être aussi le cas au niveau 
des plaquettes, étant donné que le sCD40L induit l’activation de la p38 et que son inhibition 
prévient entièrement les effets pro-agrégants et pro-activateurs du sCD40L. La p38 s’avère donc 
un effecteur important de Rac1, puisque l’inhibition de cette dernière empêche son activation 
induite par le sCD40L. Le rôle de la p38 dans les plaquettes n’est pas clairement défini. 
Cependant, plusieurs études ont démontré que cette protéine favorise l’activation de la COX-1 et 
la relâche de TxA2 par les plaquettes.488 Cependant, nous n’avons pas observé de relâche de TxA2 
par les plaquettes en réponse au sCD40L (données non publiées), ce qui suggère que le sCD40L 
n’influence pas l’activation de la COX-1 et que la p38 agit sur une voie alternative. À la lumière 
de ces résultats, les patients sous thérapie avec l’aspirine ne seraient aucunement protégés contre 
les effets du sCD40L sur la fonction plaquettaire, étant donné que la COX-1 ne participe pas à la 
signalisation induite par le CD40. Par contre, il fut aussi démontré que la p38 régule positivement 
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la polymérisation de l’actine et l’étalement plaquettaire,489 ce qui est conforme avec son rôle en 
tant que régulateur du changement de forme en réponse au sCD40L.  
 Ayant démontré l’importance du CD40 en réponse au sCD40L, nous avons évalué 
l’implication du récepteur CD40 dans l’agrégation plaquettaire et le changement de forme en 
réponse à un agoniste plaquettaire important, tel que le collagène. Suite à l’activation des 
plaquettes par certains agonistes puissants (thrombine et collagène), le CD40L est rapidement 
redistribué du cytosol à la membrane plasmique et la forme membranaire de la protéine serait 
donc en mesure d’interagir avec le CD40 d’une autre plaquette lors de l’agrégation plaquettaire. 
Cette interaction pourrait ainsi induire un signal de soutien favorisant l’activation des plaquettes. 
Étant donné que le sCD40L induit un changement de forme plaquettaire, nous n’étions pas 
surpris d’apprendre que la déficience du CD40, tel que manifesté par les plaquettes de souris 
CD40-/-, engendre un défaut significatif du changement de forme et de l’agrégation plaquettaire 
en réponse au collagène. Dans un premier temps, ces résultats confirment la contribution du 
sCD40L en tant que régulateur du changement de forme et, dans un deuxième temps, ils mettent 
en évidence le rôle physiologique de l’axe CD40/CD40L dans l’agrégation plaquettaire, la 
fonction de base des plaquettes. Le collagène déclenche l’activation plaquettaire par l’entremise 
de deux principaux récepteurs, la GPIa/IIa et la GPVI. Récemment, il fut démontré que le 
cytosquelette plaquettaire est essentiel à l’agrégation plaquettaire induite par la GPIa/IIa, et non 
par la GPVI.490 Ceci suggère que le complexe CD40/CD40L et la GPIa/IIa, tous deux impliqués 
dans le réarrangement du cytosquelette et le changement de forme, collaborent ensemble afin de 
favoriser l’activation et l’agrégation plaquettaire.  
 L’agrégation plaquettaire en sang complet représente une approche pratique et 
physiologique afin d’étudier la fonction plaquettaire, étant donné la présence des leucocytes et 
facteurs de coagulation, tous impliqués dans la formation du thrombus.491 Comme pour 
l’agrégation plaquettaire en cellules isolées, le sCD40L amplifie significativement l’agrégation 
des plaquettes en sang complet, ce qui indique qu’il est en mesure d’influencer la fonction 
plaquettaire même dans un contexte physiologique. L’impact du sCD40L sur la fonction des 
plaquettes en sang complet fut aussi confirmé à l’aide du système PFA-100 qui reflète une 




 L’adhésion plaquettaire est la première étape de l’hémostase et constitue un élément 
essentiel de la formation du thrombus.493 Suite à l’exposition des composantes de la matrice sous-
endothéliale, tel que le collagène, les plaquettes changent rapidement de forme et développent des 
extensions membranaires nommées filopodes et lamellipodes, ce qui facilite leur adhésion et leur 
étalement.494 Étant donné que le sCD40L induit un changement de forme important au niveau des 
plaquettes au repos, nous avons par la suite évalué son impact sur l’adhésion plaquettaire au 
collagène dans un système de perfusion ex-vivo. Grâce à l’importance du changement de forme 
dans le processus de l’adhésion plaquettaire, il n’était pas surprenant d’apprendre que la pre-
incubation du sang complet avec le sCD40L amplifie significativement l’étalement et la 
déposition des plaquettes au collagène, ce qui suggère que les plaquettes étaient préalablement 
dans une conformation morphologique avancée, comparativement aux plaquettes non traitées. 
L’adhésion plaquettaire et la formation du thrombus sont intimement liées et ces résultats 
peuvent en partie expliquer la susceptibilité des souris à former une thrombose exagérée en 
présence de niveaux élevés de sCD40L circulant. Une prédisposition à l’activation plaquettaire, à 
l’adhésion et à la formation du thrombus représente un élément clé qui pourrait justifier la 
relation étroite qui existe entre les niveaux circulant du sCD40L et l’incidence des ACS. 
 À ce jour, il n’est toujours pas clair si l’augmentation des niveaux circulant du sCD40L 
chez les patients coronariens reflète la conséquence d’une augmentation prématurée de 
l’activation plaquettaire ou si cette augmentation est la cause du développement de ces 
syndromes (ou même une combinaison des deux). Nos études démontrent pour la première fois 
une corrélation directe entre l’augmentation des niveaux plasmatiques du sCD40L et la 
thrombose vasculaire. En effet, les souris infusées avec le sCD40L préalablement au dommage 
vasculaire développèrent des thrombus plus larges que les souris témoins, ce qui indique que ces 
animaux étaient prédisposés à une réaction thrombotique supérieure. Nos résultats ajoutent une 
perspective importante à une étude antécédente démontrant que les souris CD40L-/- développent 
des thrombus instables et que cette déficience peut être corrigée par l’infusion de 1.6 mg/kg de 
sCD40L, par l’entremise de son interaction avec l’intégrine αIIbβ3.28 Dans nos études, une 
approche expérimentale différente fut employée, vu que nous voulions mimer des conditions 
similaires à celles observées chez les patients coronariens. Dans ces conditions, l’augmentation 
des niveaux circulant du sCD40L à environ 50 ng/mL exacerbe la formation du thrombus par 
l’entremise du CD40 et non de l’intégrine αIIbβ3. Tel que mentionné auparavant, le sCD40L 
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retrouvé en circulation ‘stimule’ probablement les plaquettes quiescentes préférablement via le 
CD40, son récepteur constitutivement associé au niveau de la membrane, étant donné que 
l’intégrine αIIbβ3 est dans sa conformation inactive. Dans cette optique, l’interaction du sCD40L 
avec le CD40 serait impliquée dans la ‘stimulation’ des plaquettes chez les patients coronariens, 
tandis que son interaction avec l’intégrine αIIbβ3 serait plutôt impliquée dans la stabilité du 
thrombus aux sites locaux, où le sCD40L est généré suite à l’activation plaquettaire.    
 L’infusion de 0.25 mg/kg de sCD40L chez la souris résulte en des concentrations 
plasmatiques d’environ 50 ng/mL de la molécule, probablement suite à la clairance d’une portion 
significativement par le foie et autres organes métaboliques aux cours des quelques minutes qui 
suivent l’injection. Il est intéressant de noter que ces concentrations semblent pertinentes d’un 
point de vue physiopathologique, puisque plusieurs études cliniques ont noté la présence de 
concentrations plasmatiques de sCD40L s’élevant jusqu’à effectivement 50 ng/mL dans les 
maladies artérielles périphériques et coronaires.289 Bien évidemment, plus les concentrations 
circulantes de la molécule augmentent, plus ses effets sur la fonction plaquettaire deviennent 
importants, et plus les risques de complications vasculaires augmentent. En effet, nous avons 
démontré un effet dose dépendant du sCD40L sur l’agrégation plaquettaire in vitro, où des 
concentrations aussi faibles que 100 ng/mL et même 10 ng/mL (données non publiées) étaient en 
mesure d’amplifier la fonction plaquettaire. Les niveaux circulants du sCD40L chez l’humain 
peuvent être affectés par certains facteurs de risques cardiovasculaires importants. Par exemple, il 
fut rapporté que le diabète, le syndrome métabolique, l’obésité, la résistance à l’insuline, le sexe, 
l’hypertension et le tabagisme sont tous des éléments qui ont la capacité d’augmenter les niveaux 
plasmatiques du sCD40L.495, 496 D’un autre côté, certaines modifications thérapeutiques au niveau 
du style de vie peuvent réduire les niveaux élevés du sCD40L chez les patients diabétiques.497 
Cependant, il n’est toujours pas clair si l’augmentation du sCD40L circulant en réponse à ces 
facteurs de risques résulte d’un impact direct de la condition en question ou provient plutôt d’une 
conséquence indirecte d’une augmentation générale de l’activation des plaquettes en circulation.             
 Malgré que les plaquettes de souris CD40-/- démontrent un défaut d’agrégation en réponse 
à de faibles doses de collagène, nous n’avons observé aucune différence significative entre les 
souris CD40-/- et WT dans la formation du thrombus, ce qui suggère que le CD40 constitue une 
molécule accessoire et non essentielle à l’hémostase. Au cours de la thrombose in vivo, plusieurs 
éléments participent à la formation du caillot plaquettaire, tels que la thrombine, le collagène, le 
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facteur vWF, le fibrinogène, les facteurs de coagulation, etc. Ainsi, la déficience en une protéine 
est souvent contrebalancée par les autres facteurs présents et aucun défaut d’hémostase n’est 
observé, sauf si la protéine en question occupe une place centrale dans la formation du thrombus, 
telle que l’intégrine αIIbβ3. Par contre, il est intéressant de noter que même si le CD40 n’est pas 
essentiel à l’hémostase physiologique, son importance augmente significativement en conditions 
pathologiques, lorsque les niveaux circulants de sCD40L s’élèvent. Cette constatation fait du 
CD40 une cible de choix dans le traitement des maladies cardiovasculaires, de par son rôle 
accentué lors des complications thrombo-inflammatoires.  
 La formation d’agrégats plaquettes/leucocytes est une manifestation clinique importante, 
puisqu’elle est souvent témoignée chez les patients coronariens.498, 499 Les interactions entre ces 
deux cellules sont largement dépendantes de la P-sélectine plaquettaire. Puisque le sCD40L est 
en mesure d’induire l’expression de la P-sélectine à la surface des plaquettes au repos,500 et étant 
donné l’importance des complexes plaquettes/leucocytes dans la stabilisation du thrombus, nous 
avons évalué le degré d’infiltration leucocytaire au sein de la masse thrombotique. Il fut 
préalablement démontré que le sCD40L induit la formation d’agrégats plaquettes/leucocytes.473 
Cependant, nous sommes les premiers à affirmer cet aspect in vivo, tout en soulignant 
l’importance du CD40 dans ce processus. La présence de leucocytes accrue au sein de la masse 
thrombotique, en plus de la prédisposition des plaquettes à l’activation et l’agrégation, constituent 
tous deux des éléments qui sont en mesure d’expliquer l’exacerbation thrombotique chez ces 
animaux.     
 La contribution relative de la forme soluble versus la forme membranaire du CD40L dans 
la formation du thrombus demeure inconnue. Il s’avère probable que les deux formes soient 
impliquées dans l’hémostase primaire. La forme membranaire pourrait interagir avec le CD40 et 
favoriser l’activation plaquettaire et le changement de forme, tel que démontré dans nos 
expériences in vitro sur les plaquettes de souris CD40-/-, tandis que la forme soluble, générée 
suite à l’activation plaquettaire, pourrait stabiliser l’agrégation plaquettaire par l’entremise de 
l’intégrine αIIbβ3. Cependant, en conditions pathologiques, lorsque les niveaux circulants du 
sCD40L augmentent, la forme soluble pourrait ainsi occuper un rôle encore plus prédéterminant, 
de par ses effets exacerbant sur la formation du thrombus. Bref, plus d’études à ce sujet seront 
nécessaires afin de clarifier cette problématique.  
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 À la lumière de nos résultats, et en conjonction avec les autres études démontrant 
l’importance du CD40L dans l’athérosclérose, le CD40L pourrait constituer une cible 
thérapeutique importante dans les traitements des complications thrombo-inflammatoires. 
Cependant, il serait d’autant plus pertinent d’établir une corrélation clinique entre le sCD40L et la 
fonction plaquettaire chez l’humain. Pour ce faire, des études futures devraient évaluer le degré 
d’activation des plaquettes circulantes directement chez les patients coronariens, par la mesure 
d’événements cellulaires spécifiquement induits par le sCD40L. À titre d’exemple, il serait fort 
intéressant d’évaluer le degré d’association de la protéine TRAF-2 dans les plaquettes circulantes 
de ces patients, de par la présence des hauts niveaux circulants du sCD40L. Ceci pourrait 
confirmer de manière encore plus convaincante l’association entre les niveaux circulants du 
sCD40L chez l’humain et la fonction plaquettaire. 
 En résumé, nos études démontrent pour la première fois l’impact physiopathologique du 
sCD40L sur les différents aspects de la fonction plaquettaire, tant in vitro qu’in vivo. Dans un 
premier temps, nous démontrons que le sCD40L amplifie l’activation et l’agrégation plaquettaire, 
par l’entremise d’une voie signalétique TRAF-2/Rac1/p38 MAPK CD40-dépendante. Dans un 
deuxième temps, nous soulignons l’impact du sCD40L sur la fonction plaquettaire dans un 
contexte physiologique, soit sur l’agrégation plaquettaire en sang complet, les temps de 
thrombose in vitro mesurés à l’aide du système PFA-100, l’adhésion plaquettaire au collagène en 
condition de flux et la formation du thrombus in vivo. Ces études indiquent que le sCD40L 
constitue une molécule thrombo-inflammatoire importante, de par sa capacité à prédisposer les 
plaquettes à l’activation, l’adhésion et la formation du thrombus. L’axe CD40/CD40L pourrait 










































 Les résultats de ces études révèlent un nouveau rôle pour le sCD40L dans la régulation de 
la fonction plaquettaire et la formation du thrombus. En effet, l’impact exact du sCD40L sur les 
différents aspects de la fonction des plaquettes, telles que l’activation, l’adhésion, l’agrégation et 
la thrombose, ainsi que les mécanismes cellulaires et moléculaires sous-jacents étaient largement 
inexplorés. Le résultat le plus pertinent de ces études provient de la corrélation établie entre les 
niveaux circulants du sCD40L et la thrombose vasculaire in vivo. Cette démonstration permet 
possiblement d’expliquer le lien qui existe entre les niveaux plasmatiques du sCD40L et 
l’incidence des ACS. Par ailleurs, l’élucidation des mécanismes intracellulaires par lesquels le 
sCD40L amplifie la fonction plaquettaire apporte une spécificité importante qui pourra servir 
dans le développement d’une cible thérapeutique précise dans le traitement des maladies 
vasculaires. 
 Cependant, plusieurs questions spécifiques soulevées dans nos études méritent d’être 
explorées. Par exemple, quel est le rôle exact des TRAFs, en particulier TRAF-2, dans la fonction 
plaquettaire en réponse à d’autres agonistes importants, tels que la thrombine et le collagène? 
Quelle est la contribution relative des récepteurs CD40 et αIIbβ3 dans la fonction plaquettaire en 
réponse au CD40L (ou sCD40L)? Quelles sont les autres protéines signalétiques induites par le 
CD40 au niveau des plaquettes? Quelle est la contribution relative du sCD40L versus les autres 
marqueurs cliniques importants, tel que le CRP, dans le développement des complications 
cardiovasculaires? Quelles sont les concentrations plasmatiques minimales de sCD40L requises 
afin d’induire des effets significatifs sur la thrombose vasculaire chez les patients coronariens? 
Les réponses à ces questions apporteront sans doute une contribution importante à nos 
connaissances sur le rôle exact de l’axe CD40/CD40L dans le développement des maladies 
cardiovasculaires. 
 Comme pour toute autre cible pharmacologique, le développement d’un antagoniste 
spécifique contre le complexe CD40/CD40L engendre certains problèmes importants. De par 
l’importance cruciale de l’axe CD40/CD40L dans l’immunité, l’inhibition d’une de ses 
composantes résulterait en l’apparition d’effets secondaires indésirables, particulièrement en 
relation avec les défauts de production d’anticorps qui seraient présents chez les patients traités. 
À cet égard, il s’avère absolument crucial de mieux définir les mécanismes par lesquels ce 
complexe affecte la fonction plaquettaire afin de cibler un élément spécifiquement impliqué dans 
la maladie en question. Par exemple, il serait préférable de réduire les niveaux circulants du 
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sCD40L en bloquant particulièrement son clivage enzymatique au niveau de la membrane 
plaquettaire. Alternativement, le blocage de protéines signalétiques plaquettaires, tel que TRAF-
2, pourrait représenter une meilleure approche, étant donné que TRAF-6 serait en mesure de plus 
ou moins contrebalancer la perte de TRAF-2 dans les cellules immunitaires et d’induire la 
production d’immunoglobulines par les lymphocytes B. Finalement, la meilleure approche serait 
de bloquer la protéine (CD40, ou autres) uniquement au niveau des plaquettes, à l’aide de 
vecteurs ou nanoparticules spécifiques à ces cellules.   
 Pour conclure, l’axe CD40/CD40L représente une cible thérapeutique potentiel dans le 
traitement des syndromes cardiovasculaire, tels que les ACS. Plus d’études seront cependant 
nécessaires afin de mieux définir son rôle et ses partenaires moléculaires dans le développement 
de ces syndromes. Ces études supportent une fois de plus l’implication étroite de l’inflammation 
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